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Abstract of DE41 1 0085 

The following are claimed: (A) Prepn. of an 
oligoribonucleotide (A), based on 8-35 
nucleotides of formula (II) (or a 2-OH or 2 % - 
deoxy deriv.) comprises: (a) linking the 

corresp. ribonucleotide building blocks in the i i ^ 

presence of a coupling agent; and (b) opt. c l' m 

incorporating labelled gps. and/or lipophilic " ^ 

gps. in (A) and opt. cleaving protecting gps.. In ^> 
(II), B = cytosine, uracil, adenine, guanine or H— 
inosine; R = 1-30C alkyl; E1 = a phosphate CO 
diester-, methyl phosphonate, 
phosphoramidate- or phosphorthioate-residue; 
Provided that (i) at least one R is 2-30C alkyl 
and (ii) the terminal s' and 5' positions are an 
OH gp. (opt. modified by a labelled or lipophilic 
gp.) or a phosphite ester-, H-phosphonate- or 
phosphate ester-residue. (B) Prepn. of an 
oligoribonucleotide (A 1 ), based on 8-35 
nucleotides; (C) (A) are new (A M ) when the 
terminal 3' and 5' positions are OH (opt. 
modified by labelled or lipophilic gps.) or a 
phosphate ester residue; (D) Prepn. of 
nucleosides of formula (III) where B" = opt. 
protected cytosine, uracil, adenine, guanine or 
inosine; R" = 2-30C alkyl when B is opt. 
protected adenine, otherwise 1-30C. 
(E) (III) are new (i) when B" is guanine 
protected in 6-position by nitrophenylethyl and 
R" is methyl, and (ii) when R" is 2-30C alkyl 
and B" is opt. protected cytosine, inosine, 
uracil or guanine. (F) Alkylated ribonucleotide 
building blocks are new; and (G) Liposomes, in 



GQ 



http.7/v3.espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=DE41 1 0085 



07/12/2004 



esp^cenei document view 



Page 2 of 2 . 



which are incorporated (A") modified by 
3'cholesterol or 3-thiocholesterol, are new. 
USE - (A w ) are useful as antisense 
oligonucleotides, probes, primers or primer 
sections. They may be used to inhibit gene 
expression or virus replication. 
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PrOfungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(5) 2' 0- Alkyt-oligoribonuWeotide, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung als 
. Antisense-Oligonukleotide 

<§) : r-OrAniv^ol^on^ 

Nukleotiden der altgernatnen Formal H 

(ID 




in 



wonn 

B Cytosin, Uracil; Adenin, Guanin oder Inostn bedeutet 
R AlkyT m»t 1. bis 30 C-Atomen bedeutet und 
E- ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphorami- 
dat- oder Phosphprthioatrest ist 
oder deren 2' -OH oder 2*-Desoxyderivat 
wobei in rniridestens einem der NuWeotide R Aftcyi mh 2 bis 
^30 C-Atomen ist; die Bausteine, aus denen sie aufgebaut 
sind, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre VenWendung 
als Antisehse-Oligonukleotide, Sonden, Primer oder Primer- 
abschnitte. 
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•V" j* Doncf e^inc aus dcnen sie aufge- 
u f r O Aikvloligoribonukleotidc dl ^ ausl ^"^ ti(le; Sonderu Primer 
VorUegende ^u^h^ und S'-Ende 

baut sind. Verfahren zu J'™ £o-Alkylol.gonbonukleot,dc die an a 

. ^ er primcrabschmttc und ferncr aut r . J Basen paaren- an ^mp^tn- 

s^winsch nHit DNA Oder RNA hybnd.s,ere BasC nsequen2-sp«.n- 
d gSbeeinirach^ OHo«f"^l%*^» ^nnea Diese Ant.sense 

i m fnleenden sind als Antisense ^ Wtrkum au f bestimmte uenc « cauresequenzen (una 

®g^^bereteWVe«J*jS ter Biostab iliiit die "^^^yibonukleotid-Analogeteonzen- 
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Die vorlicgcndc Erfmdung 
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(0) 



-E'OOR 



worin ... 
B Cytosin. Uracil. Adenin, Guanin oder Inosm bedeutet. 



RAlkylniitl bis 30 C-Atomen bedeutet. und ' . . • ,- , 

E'einPhosphatdieaer-.Methylphospho^ - - 

oder deren r-OH oder r-Desoxyderivat, wobei in mindestens einem der NulcJeot.de R- Alkyl nut Z bis JU 
C^tomen i *3 worin die endsJandigen Gruppen in den Positionen 3' und J 

Hydro^lgruppe oder einen Phosphatesterrest, oder eine durch erne markierende Gruppe ^^SS^St 
d* ^moSfiriertrHydroxylgnippe bedeuten. Bevorzugt sind Ol.gonbonukleotide. worm in *™ N«iUe^ to 

Zucka 8 idSTSSJ ^rtchieden voneinander sein konnen und deren Nukleobasen (w,e das allgemem be, 

kle^Kf vorwSfS a* Nukleotiden der Formbl II aufgebaut iind und zwischen «e«M foremen Bausteu 
^SSltiTSSSoo r OH oder H aufweisen. Die LWge dererfmdungsgem^n A WJ'f"bo- 
nukleotiaJrichf^ ™ nach dem Anwendungszweck. Parameter fur die Lange der.OI,gpr.bpnu>leot,de ist d e 

N o!T^ndunes K ernifkn Oligoribonukleotide weisen eine wesentlich sUrkere Hemmwirkung auf als her- 

wmmmsm 

ZusatzHch zur ^Mbdifizierung k6nnen ^^^^^^^^S^M^ Modif.kationen 
'jmdansw^^ W| Thiocholesterin oder 

'''*tS^-**^ einesOIigoribonukleotides. aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der ailgemei- 



ncnFormcl it 
O 



— O 



— E'OOR 



worin - 

B Cytosin, Uracil* Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
nderdcrcnr^H-odcrr-Dcsoxydcnvatc, . - ' -. A 
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a ', Ph^cnhatesterresL oder eine durch einc markierende Gruppe oder 
einen Phosphitester-. H-Phosphonat- ^^^^SS. gekennzeichnet. daB martdie entsprechenden 
lipophile Gruppe modifizierte My^^^^^^e^verknOpft und gewflnschteWalls in das so erha - 

Schutzgruppen abspaliet Prfmdun* betrifft ein verbessertes Verfahren zur Herstellung e.nes 



O B 

— E'OOR 



BjJosVuradCAdeni^G^ : - - 

; S . ... . , 

25 rajAlkylierene^ 



O B 

HO- 



30 



35 




(IV) 

HO OH 



der OUgoribonukleotide aus den NJte^ggJJ,, ,JTeht darin. daB die. AlkyHening des 



insbesondere 3'-0-Alkytnukleosid) bedingt ist Da erfmdungsgemaB dicsc Stufc zu Beginn des Gesamtverfah- 
rcns ausgefuhrt wird, crgibt sich cine wesentiiche Verbesscrung der Gesamtausbeute des Verfahrens. Durch die 
erfindungsgemiOe Ausfuhrung des Alkylierungsverf ahrens wird die Bildung der Nebenprodukte (besbnders 
vorteilhaft des Nebenproduktes 3'-OAIkylnukleosid) relativ niedrig gehalten. (In mehreren Untersuchungen 
wurde festgestellt daB der Anteil an 3'-0- Alkylnukleosiden nur 7 - 20% der Gesamtmenge der monoalkylierten 5 
(d h. 2'-0- und 3'^-Alkymukleoside) Produkte betragt) Zudem ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren die 
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches durch Chromatographic oder Kristallisation moglich. was eine wesentli- 
che Vereinfachung darstellt (Insbesondere ist die Aufarbeitung durch den geringen Anteil an 3'-OAIkyinukJeo- 
sid bedingt) :< 

Die Verwendung von Methyljodid fur die Herstellung von 2'OMethyladenosin ohhe Verwendung eines 10 
Kataiysators wie Silberoxid ist bekannt (Yano, U Biochim. Biophys, Acta 629 (1980), 1 78- 183). Die Anwendung 
dieser Methode fur die Herstellung anderer 2^-O-MethyInukJeoside sowie 2' O-Alkylnukieoside (insbesondere 
2'0-Ethylnuk!eoside) ist jedoch nicht ohne weiteres moglich. (So ist die Reaktivitat yon Methytiodid wesentlich 
hdher als die der anderen Alkytiodide. Die ubrigen Nukleoside unterscheiden sich in ihrer Reaktivitat wesentlich 
von Adenosin.) GemaB der Erfmdung wird die Alkylierung von Adenosin undXytidin vorzugsweise an den 15 
unmodifizierten (keine Schutzgruppen enthaltende) Verbindungen ausgefuhrt Somit stellt hier die Alkylierung 
die erste Stufe des Gesamty erf ahrens dar. Die Alkylierung von Guanosin und Uridin erfolgt vorzugsweise an 
O^geschutztem Guanosin beziehungsweise N 3 -geschutztem Uridin. (Die bevorzugteh Schutzgruppen sind 
(^-Nitrophenyiethyi beziehungsweise N 3 -Cyanoethyi) Somit ist fur Guanosin lind Uridin die Alkylierung die 
zweite Stufe des Hemellungsverf ahrens. Im aligemeinen sind an sich bekannte Schutzgruppen geeignet, wie sie 20 
z. Rbeschrieben werdenin W^^ 

^ie beretis beschrieben worden ist erfolgt das erfindungsgemaBe AJkylierungsverfahren mittels Alkylhaloge- 
hid (vorzugsweise Allrylbromid umi insbesondere Alkyijodid) in Gegen wart yon Natriurhhydrid Durch ■ Alkylie- 
^ren bei tieferi Jeinpejraturen, kahn;m Selektivitat der Alkylierung (Reduzieren der '3'0? Alkylierung) 

wesentlich; erhdhen,: wpdUrch die Ausbeute an gewGnschtem Produkt erhoht und die ' Aufarbeitbarkeit des 25 
Reaktionsgemisches wesentlich verbessert wird. Andererseits sinkt mit der Reaktionstempecatucdie Reaktivitat 
. der •Reaktionskomponenteh. Wie in Betspielen gezeigt wirdl wird. die Ethylierung von Cytidin und Adenosin 
vorzugsweise ausgehend yon 0°C der Reaktionsmischung bis Raumtemperatur ausgefuhrt Hingegen wird die 
Ethylierung von Guanosin vorzugsweise ausgehend von ^W*Q.his 0°C ausgefuhrt und. die Ethylierung von 
Uridin vorzugsweise ausgehend von — bis Raumtemperatur^ . 30. 

Allgemein ist festzustellen, daB die Alkylierung erfmdungsgemaB bei moglichst tiefer Temperatur ausgefuhrt 
wirdLum die Selektivitat def 2'-<> Alkylieriingizu erhdhen.. .^.^ ^ . 

Nach dem Alkylieren und dem Etnfuhren der erf prderitchen Schutzgruppen erfolgt das Phosphorylieren der 
Nukleoside nach bekann ten Methoden (z. B. mit H-Phosphohat, Phosphoramidit etc). Wenn die Phosphory lie- 
rung mit einem- Phosphorariiidit (vorzugsweise mit (2!-Cyanoethbxy)-N ^-diisopropylmonochlorphosphorami - 35 
dit) ausgefuhrt wird das ut pberschuB eingesetzt wird, wird gemiB der erfindungsgemaBen Aufarbeitung 
zunachst ein lipophiler Alkohol (£ B. ; sec-Butanol oder; iso-Propahol) zugesetzt wodurch das uberschussige 
Phosphorylierungsmittel zu einem lipbphiien Phosphoramidit umgesetzt wird Nach extraktiver Aufarbeitung 
kann dann das Nukleosid-Phosphoramidit durch Failung isoliert werden; 

das lipophile Nej^nprodukt das in einer Oligonukleott^ storen wurde, bleibt dabei in 40 

Losung und. wird ia^durch.^ hat den Vorteifc dafl chromatographische 

Aufreinigung nicht notwendig ist Im konkreten Fall der Bausteine mit basenlabilen Phenoxyacetyi-Schutzgrup- 
peii (speziell Guanosin) ist diese Aufarbeitung besonders vorteilhaft da die chromatographische Trennung nur 
erschwert moglich ist bzw. zu Produkten mit niedriger KopplungsefFiziehz bei der Oligonuklebtid-Synthese 
'rfOhri -v '^ fV • • ••- ; " : . ' * ■■ ** 

Von den in dem beschriebenen Verfahren verwendeten Zwischenverbindungen sind folgende Verbindungen ^ 
neuujidebenfalUGc^en^nddervortiegendenErfindung: f . 

Alkylicrter RibonuWeotid^iwtem . \ 




'WOriri ' " * . ? 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosih, Uracil, Adenin, Guahiri oder Inosin bedeutet 
R Alkyl mit 2 bis 30 C- Atdmeii bedeutet 

E ein Phosphitester-, H Phosphbnat-, Phosphatester-, Phosphat^iester- oder Phosphoramidatrest ist und eo 
S 1 eine in der OligonukJedtidsynthese Obliche S<±utzgruppe bedeutet 

Beyorzugt sind Ribonukleotidbausteine der Formel I worin B N 6 -Benzoyiadenin oder N 6 -Phenoxyacetyla- 
denin, N^Benzbylrcytosin, Uracil oder N^yanoethylTuracil N 2 -Behzoyl-guaniit N 2 -Phenbxyacetyl-guanin 
oder N^PhenoxyacetyW^-nitrophenylethyl-guanin ist insbesondere solche Ribonukleotidbausteine, worin R 
Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen, vorzugsweise Ethyl oder n- Butyl ist und/oder E N t N-Di(l-methylethyl)methox- 65 
yphosphoramidit oder N^*Di(l-methylethyl)-cyanoethoxyphosphoraniidit ist unoVoder S' Dimethoxytrityl 
odtt Monomethoxytrityj ist 

Nukleosid der aJlgemeinen Formel III, ... 

5 



^ V i .. O B 

HQ-w \l 

5 - HO OR 



15 



20 



B^Sosition 6 durch Nitrophenyie.hyl geschuutes Guanin und 
RMethylist, 

Q« t r m verwendet, in dem die Henimung der Histon-RW A "WW^. . ^=H,j ton .RNA-Bi6$ynthese ist die 

... 

25 Hi'stn ^UiRNA-Sequenz komplementare Sequenzen g^^fe O TS^!.408; Solda* D. et al, (1988) 

rTa^AktiviUlt beschrieben (fc-JJU « ^22^ ^ f* fc ^SS!2I 

wl- 1098; Rebagtiati. M. R, ei i aL 2^MethyVRNA' im Extra* gelegen «.n, ?.e vermu 
Snte im verminderten Abbau ,der »'^bnd«e^ wj^j der groBeren Linge *urde 
fete Schn^emper..^ 
- • ScHifiebtemperatur als die von ^.^J^J^.r^ Inhibitor hiraSuzufOgen. am<d«liihibrtw/lffljWO. 
•• Sen) und die Schwierigkeit. ausmchend B i„dung unter pHysiotegischen Bedmgungen ruckgingig 
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xierung dieser 5'-Nukleotide mit cmcm tcornptementarcri RNAfNukleofid oder deren Ehtfernung mittels ciner 
gekoppelten DcsoxyoLgo^Bindung/RNase H-Spattung das Processing blockiert (Cotteii; M„;et aL (1989) MoL 
CelL BioL 9, 4479 -4487; Hoffmann. L et at*( 19*) Nature 346,665 T-&H;Gilmar*a G, et aL(1988) MoL CelL BioL 
8, .1076- 1084).. In rVorversuchen ziu\vorliegenden Erfindung war festgesteilt wordea daB der - auf molarer 
Basis - starkste Inhibitor der Reaktion ein Anteense-RNA-MqJekuL mit ^omplementaritat zu 61 der 63 
Nukleotide der U7-Sequnz war und daB die Beschrankung fur die Funktion der Antisehse-Inhibitpren haupi- 
sachlich in der k en raschem Abbau in den nukleasereichen Extrakten gelegen war. die in den Versuchen' verwendet 
wurdea Es zcigte sich, dafl ein nich dem erftridungsgemaBen Xerfahren erhaltenes, 19 Nukleotide groBes 
2'0-Methyt-Oligoribonukleotid der 61mer-RNA Oberlegen ist Weiters zeigte sicfc daB dp7'^-Metnyl-19mer 
einem R&osphorthioatrDNA-19mer in der Hemmung der Processing-Reaktiori betracHUich Qberiegen ist, wor- 
aus gefolgert wurde. daB' die Nuklease^Bestandigkeit fflr die Wirksamkeit der Inhibierung nicht der einzig 
ausschlaggebende Faktor ist 

i; : BeispieL 1 ; ■ 

Hemmwirkung einer naturfichen 63mer-Antisense-RNA im Vergleich mit einer 
2'-0-Methyl-7U-I9mer-Antisense-RNA 

Die Reaktion zur Hemmung der Processing- Reaktion in diesem und in den folgenden Beispielen wurde 
durchgefuhrt. wie bei Cdtten. M, ScHaffnef, G. und BintstieLufcLU: (198?) MoL^CelL BioL 9. 4479-4487. 
beschrieben: Ein 15 01 bzw. 7,5'dl Aliquot JCernextrakt (in Puffer D: 0,1 mM EDTA. 0,5 mM DTT. 

0,5 mM PMSF, 20% Glyceria 20 mM HEPES, pH 7.4) aus einer Maus-Hybridom-*ZeIIinie, enthaltend ca. 10 bzw. 
20 fmot U7rRNA (Di^aia J, L>bpVitz, RJ uhd : Roeder,vR.,(1983)^NucL Acids Res. 11, 1475-1489; Gick, O. 
Kramer, Aw Keller, W. und Birnstiet KC L ( 1 986) EMBO /;5;il3l9 r J3;*^w^ 

nukteotid in Gegenwartvon 5 mM MgQj (in einem Volumen vonJS jSI) 30 niin auf Eis, 30 min bei Raumtempe- 
ratufcund 3Q min bei 3u 0 C pratnkubieVt' Danach wurden 15$ I einer^ Reaktipnsmischung, enthaltend tRNA, 
^RNasiniTEDT A (&a1conlEentratibnen 6.17 mg/mt 400 Enheiten/rol bzw. 20 mM) und caJ 10 fmol (10 000 CPM) 
einer "P-markiertenHisW 

geiassea daraufhin wiirdeii Proteinase K (auf 03 mg/ml)*und SDS (0^) hinziigefugt und die Proben bei 37°C 
30 ninV inkubiert Die RNA aus der Probe wiirde daraufhin mit Phenb.U^ Ethanol 
iefallt, in 80% Formamki/p^ ^TBE plto und auf einem 

vorgeheizten 10;7%j Aci^lami^83 ^ Hanut^^^ 

durchBelichteneinesRdntgenfi^ u ■ ; - . 

Die in den Versuchen verwendeten Sequenzen sind in Fig. I dargesteDt Die U7-Sequenz und die Maus-Histon 
H4-pre-mRNA sind in Cottea M. Schaffner, G. und BirnstieL M.L, (1989) MoL CelL BioL 9, 4479-4487. 
beschrieben (Die U7-RNA funktioniert wahrscheinlich aufgrund einer Basenpaarung-Wechselwirkungimit dem 
purinreichen Element in der pre-mRNA, das in Fig. 1 gekennzcichnet ist* Weiters sind in ' <>» Sequenzen 
des 7U-19mer (als r-O-Methyl- und 2MD- Ethyl- RNA) und des DNA-I8mer, das Kontroll-2 -OMethyl-Qligonu- 
kleotid NSl9mer(ohne Komplementaritat zu U7>uiwl.das Antisense.U7 : RNA 

sequenzen sind eingerahmt) dargestellt (Antisense-U7-RNA (7U) wurde durch in vitro ^^Rol^era^-Trans- 
kription eines Derivats von ptZ 19 (Pharmacia) mit 1 eihem l Maiis.U7-Insert, erhalten aus syntheuschen DNA:Oh- 

Eigenschaften besitzt, wurde zunachst 
die Inhibieiung des Processing durch ein 19 NuUeotid^-O-Mewyl-RNA-Molekul (im folgenden als 2'O-Me- 
thyt-7lM9mer bezrichnet) mit emefn aut haturtichem enthaltend die zu 61 

Nukleotiden der U7-RNA komplementare Sequenz. verglichen (diese ^lementare i ^uenzrwird-als 7U ; R. 
NA bezetchnetMIn Vorversuchen war festgesteilt wordea daB die 63nw- ^^e-RN^der 
des in vitro Processing war. wobei dieses Molekul bei 30fachem molarem OberschuB -Qber die U?-RNA die 
^ZTlo^^bloMtne (Cottea M, Schaffner, G. und BirnstieL M. L (1989) MoL CelL BioL 9, 
4479^44871 Entsprechend ergab der Inhibierungsversuch, dessen Ergebmsse in Fig. 3 dargestellt sind. daB die 
Gegenwart von 300fmo! 7U^merRNA ca. 95% der Passing- AktiyiUt bloddert und daB 30fmol erne 
partielle Verringerung der FWessing-Aktivitav ergeben (Spuren .4 und ^ Im Vergteieh dazu ergab das 
2'-O-Methyl-7U^9merbei'300 fi^ol eine volistandige Inhibierung und bet 30 fmol erne Inlubierung von ca. 80% 
(Spuren 8^nd 9VAIs Xciittolle w^aas r^Meth^ emem lOfachen OberschuB von U7-RNA 

"brahybridisiert. beyor es dem Kernextrakt zuiegeberi. wurde. pies> V^rga^^ Blockie- 
; LgWfnhibiemn^ 12X welche mit 300 fniol vonZ^Met^ *\ 
Dtefe Ergebnisse zeigea daB der r^MethyWnhibitor ttber HybrWmehmg mit derZid-RNA. via Basenpaa- 
rung funktioniert und daB die Inhibierung nidit auf unspezifische Effekte zurucl&ufOhren ist (Wenn das Konv 
pfement zum Inhibitornacli def ^>airikubation des Inhibiton tmh ^^^^^^^^ % 4 ^ 
Aritisense-RN A bewirkte Hemmung ruckgingig gemacht werden; Cottea M, Schaffner, G .und. ?»rnstteL M. L 
(1989) MoL CelL BioL 9. 4479— 4487. Die DurchfOhrung desselben Experiments mit dem r-O-Methyl-InhiDitor 
Wgab. daB nur ein kleiner AnteU der Hemmung ruckgangig gemaclit werden konnte (Spur 13). 

Fig. 3: 



Spur I : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kontroll- Processing 
Spuren 3 bis 6: 
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■ p^esstag^chemerrV^ . v 

, jSS.^Methy./U-.W wurden niit '3 pmol U7-RNA (in PuCfe^) vor^be-zum Kernel 
, priinkubiert t ^ 1 . , r w , t/ 

g^.^ warden^. U7.RNA zur 

Reakiion hinzugefugt 1 r r " l : « . v r 

° S^Pto^ - 

SpurenM: u„:...„. t „ Rf w <"P.markiert mit Hilfe des Klenow-Fragmentt der 

Molekulargewichtsstandards: Hpall-geschmttenes P Br322 ( ™. d F r ange gcben ist Die 

an. 

Bcispiel 2 

* v, ;;. .^wa^g^ 

•S-Z ider Dun:hf fi h^ 

, Detenninante fur *e verstarkte lnh.b,e ro ng d^ eb^Wb one 

« sen istdann sollte die Verwendung e^!%«pb^~t^ je doch,eine verrm- 

* vcrstarkte.Fahigkeit ziir I^b^*:*Mgeo.( 1 mt.dee^^«^^s^f^ 5>fe9^549)V Der Yersuch 
gertUindungsfe^^^ 

- turde durchgefuhrt, ^J^^^S^^t&Te^i^^ 4-7> Als^ntrolle 
r^M^W^^^^^^S^^^ U7 kmpletnentare Swjuenze^venvendet. 

* ^rdeeinNonsen^-^ 

* S«Ohgonukleotid(NSI9mer)^ sich,daB be, 

300 fmol cine gennge Inhibierung der Jteapon una w, h ^ 

35 v,, ( ' 'T;, -'^ : V «,^VV:;:^_ ; \ ' : * iv :; 

^ Spurhnicht-reagiert^ ' : . ' - r ' : 7 /■*';■ ■ 

' Sour 2* XontroU-Processing " ■ ■' 

■:: ■ -J ESw^-^ Virljchmndlong mitM^nenum , . ..... . , . . 

* pfSs^^ 7 . 

- Passing nach Probation mi«3 pmo. einesKon.roU-r-Q-Mcthy.^-er ; <- ■ ■ 

■ \>. l^eSi^ 

* - ■SpurM^Molekulargewichts^mlar^ '• v v - • 

" ' •" ' • . Be'ispiel 3 ' ,. "7 • ' . ' 

Hemrowirku^ - - v 
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O^ im Rahmen- die^ 
GrSeadiemKNi^ 

Sierten G-Resten die HMmm.^.}^Z3^SSS^ SpezifiUli der Inhibierung herange- 
NfSo-UockiMVP t-O^WWZZSSE^^ EnlKrnungder NPE^utzgruppen 

zoge«t(Bwurdedas:meine^^ 

alsWhenprodukt ^^3^^^ ^o^r»^^ inhibierte be. 300 fmd kwnplett 
der Guanosin-Basenpaarung fur die Inhibierung. 



Fig. 5: 
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.Spur h nicht-reagiertcs Substrat - - r 

Spur 2: Kbntrc41- Processing 

Spur 3: Processing nacltj Vorbehandlung mit' Magnesium 
Spuren 4— 7: 

rVocessing nach Prainkubation mu^^ s 
Sjmren8-1i: 

Processing nach Prainkubation mit 3 t 30, 300 oder 3000 fmol NPE G-2'-0-Ethyl-7U-19mer 
Spuren M: - 
Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3 

" .. . 10 

Beispiel 4 

Hemmwirkung ernes 2M>Methy^7U : l9merimW^ — ^ 

- ,ln diesem Versuch wurde die Kernextraktkonzentration auf 7,5 ® I verringert um eihe empfindiichere AnaJy- is 
se der Processing-Reaktion- durchfuhren zu kdnnen. Das Ergebriis "der durchgefuhrten Versucheist in Fig;. 6 
dargestellt Wenn die beiden Inhibitoren bei Konzentrationen von 3, 9, 30, 90 und 300 fmol untersucht wurden, 
wurde praktisch identische Hemmaktivitat festgeslellt (Spuren 3—12). Um die Hemmaktivitat in Abwesenheit 
von Magnesium zu untersuchen, wurde der Test geringfugig abgewandelt Wenn die beiden Inhibitoren in 
Abwesenheit des 2wertigen Kations direkt dem Extrakt hinzugefOgt wurden und die Processjng-Substrat-RNA 20 
daraufhin rasch in Gegenwart von 20 mM EDTA hinzugefOgt wurde; wurde eine geringf flgig: hohere ; AktivitSt 
des 2'-0-Ethyl-Inhibitors festgestellt (vgL die Spuren 13 und 14). Beide Inhibitoren zetgten eine Steigerung ihrer 
Aktivitat 30 fmol, wenn sie mit dem Extrakt plus Magnesium prainkubiert wurden (vgL Spuren 5 und 13 fur 
2'-0-Methyl und Spuren 10 und 14 fur r-O-EthylX . 



Fig. 6: 
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Spur 1 : KontroH-Processihg 

Spur 2: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium . 

Spuren3-7: ' *> 

Processing nach Prainkubation mit 3, 9. 30. 90 oder 300 fmol 2'-OMethyl-7U- 1 9mer 

Spuren8-12u 

Processing nach PrainkubStton mit 3. 9. 30, 90 oder300 fmol2;-O-Ethyl-7U-I9mer 

-Spur 13: ' : ~ •■■ 

Processing nach Zugabe von 30 fmol 2'-0-Methyt-7U- 1 9mer ohne Vorbehandlung mil Magnesium as 
Spurl4: 

Processing nach Zugabe von 30 fmol 2'-0-EthyI-7lM 9mer ohne Ma^esium- Vorbehandlung 
Spur 15: koritrbll-Processing '"'" v " % 

Spuren M: 

MoiekulargewichtssUndards wie in Fig. 3 . «o 

Beispiel 5 

Bestimmurfg deV U7-RN A-Konzentrationen in Kernextrakten vor und nach Behandlung mit Antisense- Inhibitor 
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Es besteht die Mdglichkeit daB in Gegenwart von Magnesium sowohl die 2'-OEthyl- als audi die 2'-0-Me- 
thyl-Oligonukleotide eine Modifikation (oder Zerstdruh^) der U7-Zielsequenz ausldsen, die zur ihhibierenden 
Wirkung beitrigt, was gegebcnenfalls fur die Irreversibilitat der r-O-Methyl-lnhibierung (Fig. 3) eine Rolle 
spielt Obwohl nicht erwartet wurde, daB der IWA-RNA-&nlkAe ^ -Ethyl- 
U7-Hybrid ein Substrat fQr den enzymatischcn Abbau von U7 darstellt (wie das DNA-RNA-Hybnd fflr RNase so 
HI wurde festgestellt. daB die Prainkubation der beiden Inhibitoren mit Kernextrakten in Gegenwart von 
5 mM Mg* + zu einer verstarkten Inhibierung und, im Fall von r-O- Methyl- RN A, zur [fTeversibiliUt (Fig. 3 und 
6) fuhrt Um zii untersuchen, 6b eine Modifikation der U7-RNA stattgefunden hat, die dereh Fahigkeit, Basen- 
paarwechselwirkuiigen zu bilden, beeintrachtigt. wurde ein empfiridlicher RNase-Protectk>n- Assay verwendet 
Qamit wurden die Menge vori U7 und seine Fahigkeit zii hybridisieren vor und nach der Behandlung mit den 55 
verschiedehen Qligonuklebtid-Inhibitoren bestimmt Nach Inkbbation mit den verschiedenen Inhibitoren wurde, 
in Gegenwart von 5 mM Mg*+ oder ohne Magnesium, die EDtA-Konzentration auf 20 mM erhdht . 

Im emzelnen wurde wie folgt vorgegangen: Die. Keniextraktproben (7,5:9 1) wurden in Puffer D 7,5/114 
(Puffer D verdQnnt um einen Faktor 7,5/1 l^X enthaltend die in Fig. 7 angegebenen Mengen der Oligonbonu- 
kleoudessbN^ w 
Proben, die mit ^Mg 2 ** gekennzetchnet sind (4, 10-14. 16* emhiclten 5 mM MgCb und wurden 30 min auf Eis, 
30 min bei Raumtemperatux und 30 min bei 30°C inkubiert, worauf 20 mM EDTA hinzugefOgt wurden. Bei den 
ubrigen Proben (3, 5-9, 15) wurde die Probe in Puffer D 7,5/t 1 ,5 (mit einera Gehalt von 0,13 mM EDTA und 
ohne zweiwertige Kationen) 20 min auf Eis inkubiert, worauf 20 mM EDTA hinzugefOgt wurden. Das Mapping 
wurde mit einer Ahtisense^Maus-U7:RNA durchgefuhrt, wie bei Cotten, M* Schaffner, G. und Bimstiel, M.L &s 
(1989) MoL CelL BioL 9, 4479^4487, beschrieben. Das Protein in der Probe wurde durch Proteinase K Verdau 
zerstort, die RNA geerntet undmit radioaktrver 7U-RN A hybridisiert AnschlieBend wurde die Probe mit RNase 
A plus RNase Tl beharidelt, um die gesamte nicht -doppclstrangigc RNA zu zerstdreh, und die geschutzte RNA 
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t . 7V Die Kantrolle unbehandelte Kertcxu^tprqben. ergaben die fur 

durch Gelelektrophorese a^iKSr Messung der Radioak.iyitat4ieser Bandekpnnte 

intakte U7-RNA erwartetc : Bande 3 J™^^ fmo l U7-RNA enthielten. Inkubation des Extrak- 
gefolgertwcrdcn.<laB73®ld»ese $ Kcrncxtrakt«c^ U7-Menge sowie das Ersche.ncn e.ner 

fes mit Mg* + allein bewirkte e.ne i enn ^ ^ cm ^ n j e ^'i n «ringenr AusmaB tritt mit dem 
geringcn Menge eines ^^™H <^ ff^^ 

DNA-7U-I9mer in Abwcsenhe.t vpn Mg> ^ 5 ^^Zcmo g Gegenwart voh Mg^ - 

mit 5mM Mg** inkub iert w.rd (Spur! 10* ^q^Iju^L Kontroll-2-O- Methyl- NS 1 9nrer erne 
weder mit 2'-0-Methyl-7U -Wmer ^ ? Di £r*ende,en Bedingungen^aren die^ben. die 

nachweisbare Anderungder U7-RNA-Menge ^^^.l^^.p,^^ hervorriefeii FiglB). Die 
fur die 7U-19mer-Oligonukleotide vollstand.ge l^erung to™*" deV [tf-Subfragments in den Spuren 

Vcrlndcrung der Zicl-RN A beglcitetist 



Fig 

Spur l i7U Sonde 
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Spur i : / u oonuc . ■ , .: ■■■ ■ - - .-, ... 

SsSis«, 

genden Schiiagruppen verwendet: 

50 s;Uridiri:. * ' . '.V : ' 

5'-0-MMTr(Mono^ . , 
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foieHerste^ 

dabei mitverlarigerter KopplungpitjS M»"gJ Srt Wtoeriger NH«OH-L6sung (t B. 15 Swnden bei 55 Q 
FesTphase^thesedurchdieBeha^ 
vbSn&Sigruppen 

GuanosintfalU™^ das Matenal 

•^^^ 

tie Synthese der Phosphorth,oatol.grf^ (Applied Biosysteihs. User BuHenn DNA 

synthesizer model 380. Issue No. * J^^iEfE ^Hwefelung kann mit Schwefel (5% Schwefeltohlen- 
4$-72 und<1986) NucL Adds Res. «M^-*2*. Tr^SSurf olgen. wbbei die S'-Endgruppe geschQ W 
s^dinS^^ 



to 
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de analog demStandardverfahrcn (Applied Biosystenv380B DNA Synthesizer, users manual Version I A Juli 
1985) mif 2'-0-Alkylnukleosiden erfolgen mit der Abanderung^daB im Oiidatibnsschritt statt Jod eihe 0,2 M 
Losung von 3H-l^ Benzodjthiol-3-on-t r l-di6xid in Acetohitil eingesetzt wi^'wie'ih | YER;* R. P. J: Am. Chem. 
Soc. 112(1990), 1253- 1254 beschrieben ist ' 

Die $ynthese der 2 / O-Ethyioligoribonukleotide kann z. B.an einem Pharmacia Gene Assembler erfolgen, der 
mit 0.2 umol festem Tragermaterial (5 pm Polymerkdrner auf Basis Polystyrof) mit Deoxythymidin als 3'Starter- 
nukJeotid beladen ist '' *•• = ' * 

Vorzugsweise werden' 2' O EthylnukJeosid(2^anocthylHN,N-diisopropylarTiino)phosphoramidite mit fol- 
genden Schutzgruppen verwendet: 

Adenosin: 

. N 6 -Phenoxyacetyi 5'-0-DMTr(Dimethoxytrityl) 
Cytidin: : 

N 4 Benzoyl S'-O-DMTr (Dimethoxytntyl) 
Guahosin: N 2 -Phenoxyacetyl 
0 6 -NPE(NPE: i^-Nitrophenyl^ethyl) 
5'-0-bMTr(bimethoxytrityl) 
t Uridin: 
5'-0-DMTr (Dimethoxytntyl) 

. Die Bedingungen eritsprecheVdem Standard der DNA-Synthese, ausgenommen die Kopplungsdauer, die 
: zweckmaQig auf.5 Minuten erhdht wird (Ablauf : Entfernen der. Schutzgruppen : 0,4 Min,3% Trichloressigsaure 
in Dichlbrcthan, Koppeln: 5,0 Min, 25 Aquivalente Amidit, 500 Aquivalente Tetranbl in Acetonitril; Capping: 0,4 
MinuteiCTO^ 15% Cotlidin in Acetonitril; 

Oxidation: 0,1 Mih/0,01 Mli, 5% Collidin in Acetonitril). Diese MaBnahmen sind riotig, urn der reduzierten 
Kopplungseffizienz entgegenzuwirken, die durch die sterische Hinde rung durch die sperrige 3'-Ethoxygruppe 
bedingt ist Die durch sch nit diche Kopplungseffizienz ist etwa 983% (berechnet aus der beim Entfernen der. 
Schutzgruppen freigesetzten Menge an Tritylkationen). Entfernen der Schutzgruppen der Base und Reinigung: 
Nach dem letzten De-tritylieren Wird das gebundene . Qligonukleotid mit 25%igem wasserigen Ammoniak 
wahrehd^ Stunden bei 55°C behandelt urn es vom.Trager^zu trennen und alje Schutzgruppen (auQer der 
0 6 -2^4-Nitrophenyl)ethylgruppe (NPE) bei Guanosin)zu entfernen. Dje Ldsung.wird im Vakuum zurT^ 
gedampft und ein Teil des rohen Oligonukleotkis (oder NPE-geschutzten Guanosins) wird durch RP-HPLC 
(reverse phase-H PLC) gereinigt (Fig. 2) urn als Negativkontrolle in den Hernmstudien verwendet zu werdea Bei 
der Herstellung yon Guanosinverbindungen wird, urn die NPE-Gruppe zu entfernen, das Qligonukleotid fur 24 
Stunden mit 500 uJ von I'M DBU(!3-Diazabk^cto [5,4,0^^ M. 
and Engels, j. W. (1 988) NucL Acids Res. 1 6, 3525 -3543). Nach dem Neutralisieren des DBU mit hi Aquivalen- 
ten Essigsaure und teilwetsern^£indampfen im Vakuum, wird die gelbe Losung einer Gelfiltration unjerworfen 
und das Produkt weiter gereinigt durch preparative Polyacrylamidgelelektrophorese. Die AusbeuteT an gerei- ' 
nigtem/l9mer: 240 pg (36 pmot 18% bezogen auf das feste Tragermaterial, RP-HPLC Profil/Rg; 2V 
Die anderen Oligonucleotide der Erftndung konnen analog der obigen Anleitung hergesf elk werden. 

Beispiele far die Herstellung von Nukleosiden 

N^Benzoyl-S'-O^imethoxytrityl^-O^m^^ ' 

40 g (0,164 mol) Cytidin wurden 20 Stunden bei 80° C am Hochvakuum getrocknet und hierauf in 650 ml 
wasserfreiem Dimethylformamid unter Erwarmen getdst Die Losung wurde auf 0°C abgekflhlt und mit 433 g 
(0,18 mol) gewaschenem Natnumhydrid versetzt und 45 Minuten bei 0*C geruhrt Dann wurden portionsweise, 
uber einen Zeitraum von 4 Stunden und unter Erwarmung , auf Raumtemperatur irisgesamt 363 g (0,26 mol) 
. Methyl jodid (20%ig in Dimethytformamid) ztJgetropft Ke Reaktiph wurde mittels DQnnschichtchromatogra- 
phie yerfolgt und zu dem Zeitpunkt abgebrochen, als der Anteil an dimethyHertem Produkt im Reaktionsge- 
misch stark anstieg. Bei der Aufarbeitung wurde ausgef ajlenes Natriumj<>did abgetrennt und das Reaktionsge- 
miscK am Hochvakuum eingedampft Der ROckstand wurde mittels Rashchromatographie gereinigt (Substanz/ 
Kieselgel - 1/10, Eluens: Chloroform/Methanol - 5/1X Rohausbeute: 2Z2g(Gemisch der T- und 3' O- Methyl 
Isomeren, mit Natriumjodid verunreinigt; DG: Oilprofonn/Kfethanpl - 3/2. R| » 03 fur beide Isomere). 203 g 
des Rohproduktes wurden mehrmals mit .Benzol/Pyridin^ abgeschleppt und in 250 ml wasserfreiem Pyridin 
geldst Hierauf wurden bei Raumtemperatur 343 g (032 mol) Trimethylchlorsilan zugetropft und 60 Minuten 
geruhrt AnschlieBend wurden 133 g (0,096 mol) Benzoylchlorid zugegebeh und uber Nacht bei Raumtempera- 
tur belassen. Die Reaktionsldsung wurde; auf 300 ml Wasser gegossen, mit 300 ml Methanol verdQnnt und mit 
250 ml konzentriertem Ammoniak versetzt Nach 20 Minuten wurde auf Dichlormethan geschuttet und die 
waOrige Phase zehnmal mit Dichlormethan extrahiert Die gesammelten organischen Phasen wurden vereinigt, 
mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft:. Es wurden 32 g Rohprodukt 2a/5a « 4,26/1 erhalten 
(DC: Dichlormethan/Methanol - 10/1. Rf =» 0 X beide Regioisomere). Das Gemisch 2a/5a wurde dreimal mit 
Pyridin/Benzol abgeschleppt in wasserfreiem Pyridin mit 33 g (0,0976 mol) Qimethoxytritylchlorid versetzt und 
2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt Das Reakuonsgemisch wurde eihgeengt und zwischen Dichlormethan 
und Natrtumhydrogencarbonatldsung verteilt Die waBnge Phase wurde mehrmals mit Dichlormethan extra* 
hiert Die gesammelten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft Das erhalte- 
ne Rohprodukt wurde mittels Rashchromatographie (1200 g Kieselgel, Eluens: Dichlonnethan dann Dichlorme- 
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..■•«. ...„w><; ? . f ?«M>1 3a und 5.1 g(5%)=6a ais.gelbe feste Ole erhalten 
. thaWAceton = 8/1)) gereicugt Es wurden 2S3 g (25%) 3a una . i ^ 8 - ^ 

(ausgehshd.™^^ 

(4 J H - N 7^A^ D^rX 6!o2 11^1' HM.&5^32 (ni. 4H; 2^-H, 3'-H. 4'-H. T-OH). 332 (s. 6H: DMTr 

s OCH&XJl*. W-^'K 3 ^^^ C-Ol 16236 ($, 4.^C«)l 158J25(s. arom, C-pCH,). «5437 (s. 
•3C-NMR (CDCli. 50 MHz): 8 - "Jf (2s DMTrJt 134.98/132.7/13234 (arom, Bz). 

l0 DMJrOCHj). 

N 4 -Benzoyl-5'-0-dimethoxytrityl-3'-0,mcthylcytidin6a 

(d> 4 '-* 7701 (A 3 " cx 72,2 (A 

2^ 59.46(t.5 v -CH2V5738(q.OCH J V 
45 N^Benzoyir-G-ethylcytidiii^b 

N'-Betttoyl-S'^iimethoxy^^^ 

730 g (19.4 mmo ) 2b ' ^^^JJJ^S^.bL. Dichlomethan/Isopropanol » 30 : 1) ergab 7.43 g 
aufgearbeitetReinigungdurchSC(Kics«igeneiTOi, ... , 
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1-Hfc4.42 (s br. lH;3'-OHX4.20^3,IO(rn, I3H; 2'-rt 3 -H,4'-H.O-CH 2 -CHj. S'-CHjJwuh 330(5. 
6H; DMTr OCHiJil^2(t3H;0-CH2-CH,> 

IJ C-NMR (CDjCN, 623 MHz) 6 — 168.05 (s,Ar-NH-C - OX 163.64 (s. DMTr.C-OCH,* !55,49(s.2-CX 
1453! (d, 6-Q 14532/1363! (aronv DMTrX 136,43/13430/133,73 (arom.-C C-BenzoylX 
I3038/I3031/129307129.06/12832/12838/12733 (aronL-Q 114.06 (aroio, DMTrX 9632 (d. 5-CX 9036 (d, 
I'r-Q 8730 (s, C-(Ph)3X 83.49 (d, 4'-Q 82.74 (d. T-Q. 6836 (d, 3'-CX 67.00 (t, 0-CH 2 -CH 3 X 62.01 (t. 
5 -CHjX 55.78 (q. DMTr OCHjX i5,45(q,0-CH,-CH,X 

5 r -0-Dimethoxytrityl-2 / -0-methyl-N 6 ^phenoxyacetyt>-adenosin9a 

50 g (0,187 mol) Adenosin wurden 20 Stunden bei 80° C am Hochvakuum getrocknet und hicrauf in 700 ml 
' wasserfreiem Dimethylformamid unter Erwarmen geidst Die Losung wurde auf 0°C abgekuhlt und mit 534 g 
(0,224 mol) gewaschenem Natriumhydrid versetzt und 45 Minuten bei 0°C geruhrt Dann wurden portionsweise 
uber einen Zeitraum von 4 Stunden und unter Erwarmung auf Raumtemperatur insgesamt 42J2 g (03 mol) 
Methyljodid (20% ig in Dimethylformamid) zugetropft Die Reaktion wurde mittels DunnschicHtchromatogra- 
phie verfolgt und zu dcm Zeitpunkt abgebrochen, als der Anteil an dimethyliertem Produkt im Reaktionsge- 
misch stark anstieg. Bei der Aufarbeitung wurde nicht geldstes Natriumjodid abgetrennt und das Reaktionsge- 
misch am Hochvakuum eingedampft Der ROckstand wurde mittels Rashchromatographie gereinigt (Substanz/ 
Kieselgel - 1/lOV Duens: Gradient von 5—20% Methanol in Chloroform). Die erhalteneh 42 g Rohprodukt 
(Gemisch der 2'f 'und 3'-0-Methyl Isomercn, mit Natriumjodid verunrc in igt; DC: Chloroform/Ethanol <=• 3/1, 
Rf — 03 fur beide Isomere) wurden mehrmals mit einero Gemisch aus Benzol und Pyridin abgeschleppt und in 
500 ml wasserfreiem Pyridin geidst AnschlieBend wurden bei Raumtemperatur 643 g (0397 mol) Trimethyl- 
chlorsilan zugetropft und nach weiteren 2 Stunden wurden 51,2 g (0,179 mol) Phenoxyessigsaureahhydhd zuge- 
geben und uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt Die Reaktionsldsung wurde auf 1 Liter Wasser gegossen 
mit 400 ml Methanol verdunnt, sodaB eine klare Losung erhalten wurde. Nach 40 Minuten wurde Natriumbicar- 
bonat zugegeben noch weitere 10 Minuten geruhrt und dann mehrmals mit Dichlormethan extrahiert Die 
gesammelteri organischen Phasen wurden vereinigt, mit Natnumsulfat getrocknet fij triert und [eingedampft Das 
erhaltene Rohprodukt (45 g) mit Sa/lla * 4,6/1 wurde dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt und in wasser- 
freiem Pyridin mit 53.2 g (0,157 mol) Dimethoxytritylchlorid vereetzt aind 2 Stunden bei Raumtemperatur ge- 
ruhrt Das, Reafctionsgemisch wurde eihgeengt und zwischen Dichlormetrian und Natriumnydrogencarbonatlo- 
sung verteiit Die waBrige Phase wurde mehrmals mit Dichlormethan extrahiert Die gesammelteh organischen 
Phasen wurden mit Natnumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft Die so erhaltenen 112 g Rohprodukt 
wurden mittels Flashchromatographie (1200 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan dann Dichlormethan/ Ace- 
ton « 8/1) gereinigt Es wurden 323 g 9a (243% bezogen auf Adenosin) und 33 g 12a als farblose Festkdrper 
erhalten. DC: Dichlormethan/ Aceton - 33/13 9a: R# - 032, 12a: Rf - 0.48. 

, H-NMR (CDClj. 90 MHz): 6 - 93 (s br, IH; NHX 8.72 (s. 1H; 2-HX 8,28 (s, IH; 8-HX 73-6,7 (m, 18H; 
DMTr, PhOAcX 6,2 (d. J i- 3 Hz, 1 H; l'-HX 437 (s, 2H; PhOAc CH*X 4,65-4;4 (m, 2H; 2*- H, 3'- HX 4.25 (m, 
1 H; 4'- Hp.77 (s, 6H; DMTr OCHjX 336 (s, 3H; 2'-OCH 3 ),332 (m, 2H; 5' - H), 232 (s, 1 H; 3'-OH> 

'^C-NMR (CDCI* 223 MHz): 6 - 167,03 (s, C=OX 158,09 (s, aronv C-OCH 3 X 156,9 (s, aronv C-O-CHjX 
1513 (d. 2-CX 15639 (s, 6^Q, M8.02 (s, 4-CX 144,17 (aronu DMTrX 14135 (d. 8-CX435^4 (arorm DMTrX 
129.6 (4 aronv PliOAcX 12922/12838/127,70/12738/126,46 (arota, DMTrX (s» 5-CX 121.63/1 14,48 (2d, 

aronuPhOAcX 1 1 2,75 (aront, DMTrX 86.41 (d, t ' -CX 86.15 (s, C-(Ph)3X 83 J5 (d. 4' - Q 82,68 (d, 2* ^ CX 6935 (d, 
3 VCX 68,0(t Ph-0-CH 2 X 6Z69 (t, 5'-CHiX 58^4 (q, OCH3X 5437 (q, DMTr OCHjX ^= 

5'-0-DuTiethoxytrityl-3'-0-mcthyl-N 6 -(pheno^acetyl)a^ „ 

T H-N^R(CDaj,200MHz):6 - 9,43 (s br. 1H; NHX 8,73 (s, lH;2-HX8^2(s. IH; 8- HX 7.46-639 (in, 14H; 
DMTr, PhOAcX 63! (d, J - 9 J Hz, 4H; DMTrX 6,04 (d, J » 63 Hz, IH; l'-HX 5,01 -43 (m, I H; N HX 439 (s, 
2H; PhOAc C«2)l 4.4-4^7 (m, I H; 4'- H*X 4,18-4.06 (m, IH; 3'- H*X 3,79 (s, 6H; DMTr OCHjX 337-3,26 (m, 
2H; 5'- CH2X i5 3H; y-OCHsX 

IKT-NMR (CDClj, 50 MHz): 6 - 166J4 (s, Ar^NH^C-OX 158,47 (s, aronv C-OCHjX 15638 (s, aronv, 
C-O-CH2X 15Z29 (d\ 2-CX 151,40 (s, 6-CX 148^5 (s, 4-Q 14434 (aront, DMTrX 142,11 (d, «-CX 135,43 
(aronv DMTrX 12937 (d. aronv PhOAcX 12937/12734/127.78/12634 (4d, DMTrX I2235(s, 5^CX 122^1/1 1433 
(d, aronv PhOAcX 1 1339 (d, arotn^DttTrX 89.27 (d, I'-CX 8632 (s. C-(PhpX 8139 (d, 4'-CX 7937 (d, 3'-CX 
7339 (d, r-CX 68,06 (tPh-O-CHjX ^63.12 (t, 5'-CH 2 X 58,13 (q, OCHjX 5539 (q, DMTr OCH,X 

r-OMethyl-N 6 -{P hen oxyacetyl)adenosin 8a: Das aus analogem Ansatz erhaltene Produktgemisch 8a/lla 
wurde mittels Rashchromatographie (400 g Kieselgel Eluens: Dichlormethan/ Aceton = 4/1) gereinigt Nach 
einmaJiger Chromatographic wurden 53 g (7.05%) 8a, mit den unten angegebenen anarytischen NMR-Daten, 
und 14,1 g(lil*)8a/llaerhaltetLrX::Dichloniiethan^ - 43/03- 8a: R| - 030;lla:Rf - D>4«. 

'H-NMR(CrSa3.90MHz):6- 9J0(sbr, lH;NHX 8,7(s, IH;2-HX8,1 (s. lH;8-HX7,4-63(m,5H;PhOAc 
arom-X 535 (d, J - 6 Hz. IH; l'-HX 57 (s br, IH; 5'-OHX 438 (s. 2H; PhOAc CH* 4.7 -43 (m, 2H; 2'-H, 
r-HX43($ # tH;4'-HX4,05-3.6(m,2H:5'-CH 2 XM5(s.3H:2'-CX:H J X3.12(s,IH:3'-OHX 

,3 C-NMR (CDOj. 223 MHz): 6 - 1673 (s. Ar-NH-C-OX 157,01 (s, aronv C-O^CH 7 X 1513 (d, 2-CX 
150,41 (s,6-CX 14837(s, 4-CX (d,8-CX 12938(d, aroraX 123^6(s,5-CX 1 2135/1 14,73 (d.arom.X 8833 
(d, l'-CX 87.40 (d, 4'-CX 823 (d. Y-C\ 69.73 (d. 3*-CX 68,21 (t. Ph-6-CH 2 X 623 (t 5'-CH 2 X 583 (q. 
2'-OCH,X 

3'-0-Methy!-N 6 -(phen6xyacetyl)adenosin 1 la wurde als Reinprodukt durch Detritytierung von 12a erhalten: 
1 g (139 mmol) 12a wurden in 20 ml wasserfreiem Dichlormethan geidst und auf -5°C abgekuhlt Die Ldsung 

13 
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. -v - , tn au„.„ o.KorKchEn Salzsaurelosung versetzt Das Reakiionsgemisch farbte sich sofort 

wurde m.« 03ml emer I0%,ge^ ej^ hen wurfe di C Reaktionslasung mit waBciger Na.riumbicarbo- 
rot und e.n ^erschlagT.e! ^^^^S^^y^p^^n^s^ Phasen warden mit Nam- 
natlosung y^uftnt-undlna ^Zri^l^ Mtonnd wurde miuels Flashchromatographie (12 g Kie- 

•^^^^ 

to 2H;5'^CHA3 f 54(s.3H;l'-OCHj). 15605/* arom C-0-CH2U5h79(d, 2-Q. 

i-qcHi). . 

hydridsuspension (60% in Paraffin, gcwaschen m.t wasserfre.enTn-He^n) verse«zt W-gJU/ > * ' 
r40 m l.tas«rfreiein DMF warden P?*^^^ 

(0300 mol) Ethyljodidjn 50 «^*?^«^^tSSn^Sr w^te^Se fur la beschrieben mit 44.1 g 

(a^moiyTrimethylchlorsilan und 58.4 8^?^^ ' h !^^" S ^y U e r r _ ab ' 97 g (2 5%) Rohprodiikt 8b/llb 
SC-Rcinigung (Wesdgel femst. Huens 'SS^'S^^S^^S!^^ danach in 100 ml wasser- 
(Verhaitnis 14 : 1) als farblosen SchaimvWS \^^SSmSSS!^0^ Umsetzong erfolgte analog 

O^CHj-CHi). 0 V. ' . - = nh^-C-OI 15932 (s. arom, C-OCHj). 15834 (s. arom, 

C-OCH 2 X 152.76 (d. 2-Q 152^ (5. 6-^ 



20 



25' 



30 




„ 'H NMR ^»:MH l ):8-W(lb,.lH|NHX^ 

S'-CHiXlMS^O-CHj-CHjX 

^Methyl^^^ 

Dimethylformamid gelftst und b« ™ ^(30^ ^ Methyljodid zugetropft 

Minutenbri-5^Cgeruhrtrte^ 

und das Reakiionsgemisch auf. - V^^i^^chtorid versetzt und bis zur Trockene eingedampft 
verfolgtZurAufarbeitung ;wurde die ^8^^™™°™™^ j. Kieselget Quens: Chloroform/Metha- 
ne Wcksund Wurde mitteb ^^ cr fialtea Durch orein«.ige 
nol-80/l) gereinigt Es wurden W g (48%) ^ '""fiv,^ 14a (<i% 19a) mit den unten angegebenen 
Skrisullis^ der Rockstand. W g (263% 
analytischenDate^ 

^^SKES ^ fa KU-rdea DC: Dich.ormethan/.so P ro P ano.,5/l. fc-037 



45 



50 



60 



65 



(!4alRf=»0.61(19a). 

14a: farblose Kristallc. Fp^ 109- II 1 1 # C qHz-2H*NPE1 7 65 (s, 1H;8-H), 7,48 (d, j -9 Hz, 2H; NPE^ <4 
lH;3'-OH). 

14 
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!%-MMR-(CDdj, 223 MHz): 8- 159,1 (s; 6^.CX 157.07*.(s. 2-Q, J.50S6 # (s, CH 2 -C(Ph)X 145,24* (s, 4-Q 
14333r($.d2N-C(Pfi)X 138,02(48-0; 12839/12225 Clamnu NF^iI^-^5'^^'8C42((L K-GX87J (d, 
4-CX 82,1 ! (d, 2--CJL 7036 (d, 3-CX 66^9 (t, Q-CH 2 NPEX633 (t^CH* 5834<(q, T-OCH^ 3534 (t, 
CH 2 -PhNPEX 

2'-0- Ethyl-0°-[2-{4-ni tropheny IJethylJguanosin 14b 

3,15 g (7,29 mmol) 13 wurden wie fur 14a bcschrieben getrocknet in 30 mlDMF geldst. aufr— 60° C abgekuhh 
und mit 0,263 g (6,6 mmol) 60% Natriumhydridsuspension (gewaschen mit wasserf reiem n-Hexari). versetzt und 
bei -r !5°C 1 h geruhrt Dann wurden 43l-g(29£ mrriol) EthyljodtdL nach 60 mih 2,15 g (14,6 mmol) und nach 
weiteren 60 min nodi einmal 2,15 g (143 mmol) Ethyljodid zugegeben . und die Temperatur in dieser Zeit langsam 
auf 0^C,angchqbcn.*3 h nach der letztenZugabe wurde aufgearbeitet und mittds SC (Kieselgel feinst, Eluens: 
Dichlormcthan/lsopropanol- 16 : 1) gereinigt Es wurden 0,440/g (13%) Reinprodukt 14b afs farbloser Schaum 
erhalten. 

1 H-NMR<CDdj. 200 MHz): 6 - 8,17 (d, J -93 Hz. 2H;NPl^ 7^5(s, lH;8-r^,4^*J =9^ Hz,2H; NPE).6,68 
(d, J - 123 Hz, I H; 5'-OHX 5,75 (d, J - 7,6 Hz, 1 H; 1'^ H\ 458 (s, 2H; NH 2 X 433^432 (m, 2H, NPE 0-CH 2 X 
4,49 (d. J - 4,5 Hz, 1 H; 3'- HX 433 (s, 1 H; 4' - HX 4,1 2- 338 (m, 2H; 5'-CH 2 X 335 (m, 2H; 0-CH 2 -CHjX 3,28 (t. 

1- 6,4 Hz,2H;NRECHi-PhX235(s, tH;3?-OHX 1.10(1. J-M Hz,0-CH 2 -CH 3 X 

!K:-NMR (CDOv-223 MHz): 6-159,1 (s, 6^CX 157.07 (s, 2-CX 15036* (s, 4-CX 145,24* (s, CH 2 -QPh)X 
v 14333 (s. 02N-qPh)X 138,02 (d, 8 — CX 1 2835/ 1 2Z25 (d, arom. NPEX 1 1535 (s. 5-CX 88. 42 (d, 1-CX 87,1 (d, 
4'-CX 82.1 1 (<^2{V,CX7036 (d, 3'-CX 66,29 (t, 0-CH 2 NPEX 6538 (t, O-CHj-CHiX 63.01 (t,5VCH 2 X 3534 
(i.CH 2 -Ph^ 

■*> »- ( -- r -a 2^0-Methyl-0 6 {2^4-nitrophenyl)ethv^^ 

. a) 1 3 g (33 mmbl) 14a wurden dreimal mit Pyridin/Bcnzolabgeschleppt und in 150 ml Pyridin geldst Innerhalb 
von 30 Minuten wurden bet Raumtemperatur 1,78 g (163 mmol) Trimethylchlorsilan zugetropft Nach 2 Stunden 
wurden 132 g (43 mmol) Pherioxyessigsaureanhydrid zugegeben und bei Raumtemperatur uber Nacht geruhrt 
Das Reaktionsgemisch wurde mit 250 ml Wasser/Methano! - 1/1 und : mit; 1 0 ml cone waBrigern Ammoniak 
versetzt nach 10 Minuten wurde die waBrige Phase siebenma! mit Dichlormethan extrahiert Die vereinigten 
organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet. filtriert und eingedampft Es wurden 135 g (95%) 
1 5a, farbloser, fester Schaum mit den unten ahgegebenen analytischen Daten erhalten. 

b) Es, wurden dieselben Versuchsbedingungen gewahlt, doch wurden i;7 g (331 mmol) 14a/19/a-82/18 
eingeseut'B wurden I3g(81%) T5a/20a erhalten. pC:Chloroform/Methanol«5/03, Ri-036 fur 15a. Rf-038 
fur 20a. 

'H-NMR (CQClj, 200 MHz): 6 ^838 (s br, 1 H; NHX 8,15 (d, J «?83 Hz. 2H; NPE) 8,00 (v t H; 8^HX 732 (d, J -83 
Hz,2H; NPEX 7>2-7^6(nx 2H; PhOAc aroniX 7J4.-633Xm;'3H;,W&AcireriLX-W<* J-6£ Hz, 1H; I'-HX 
5.05 (s br. I H; OHX 435 (t. I - 63 Hz, 2H; NPE 0-CH 2 X 4,69 (s, 2H; PhOAc CH 2 X 4.65 (m, 2H; 2Vrt 3'- HX 43 
(V 1 H; 4'- H0,O2 (d, I - 123 Hz, I H; 5'- HX 

Hz,2H;NPECH 2 -PhX . 

,3 G^NMR (CDC1,, 50 MHz): 8-16535 (s, NH-C-OX 1603 (s. 6-CX 1563 (s, CH 2 -0-C(Ph)X 151,68* (s, 

2- CX 150,61 * (s, CH 2 -C(Ph) NPEX 146,76* M-CX 145,40MvO 2 N-C(Ph)X 142.18(d, 8-CX 12931/129,75 (d, 
. aront. PhenoxyacX 1 2332 (4 aronu NPEX 122,41 (arontX 1 1931 (s. 5-CX 1 14,77 (arontX 8834 (d.1 CX 87,1 1 (d, 

4'-GX82v44 (d, > ^CX 693^dL 3'-GX 6736 (t,O^CH 2 NPEX 67,1 7 (U CH 2 -0- PhX 62.47 (t, 5'-_CH 2 X 58.63 (q, 
OGHjX 3437 (C<^2-Ph NPEX •.:,>. " ' ' V" ' ^P' ' ' 

2'^Ethyl<> 6 H[2^4-nitrophenyl)ethyli : N 2 ^ 

0,440 g (036 mmol) !4b wurden analog zu 15a mit 0321 g (43 mmol) Trimethylchlorsilan und 0.440 g (134 
- mmd^henoxyessigsiure^hydijd versetzt Nach gleichen Reaktionsbe^ri^ngen^und.angLloger Aufarbeitung 
wurde durch ^Reiniguog (Kieselgel feinst, Eluens: Dichlormethan/Isopropanol - 10 : 1) 0,470 g (82%) Rein- 
produkt 15b als farbloser Schaum erhalten. 

1 H-NMR (GDCii i00 MHz): 6-838(s br, 1H; NHX 8,62 (m. I H; OHX 8,15 (dt 1-8,4 Hz, 2H; NEE acon>XZ31 (s, , 
1H: 8-HX 736 (d. 1-8,4 Hz; NPE arOiaX 7,44-7^5 (m, 2H; PhOAc arora-X 7^5-635(111. ^; PhOAc arontX 
530 (d, J-73 H2. 1H; l'-HX 438 (d. J -73 Hz, 1H; r-HX 435 (t J-73 Hri 2H; NPE 0-CH ? XW (s, 2H; 
PhOAc GH 2 X 4,65 (m, i H; 3'- HX 430 (s, 1 H; 4'- HX 4,02/334 (2d, j - 123 Hz, 2H; 5' -CH 2 X 3,44-3^7 (m, 2H; 
0-CH 2 -CH,XS35(U-73Hz.2HrWPECH 2 -PhXi;i5(t,3H;0-C^ 

,3 C-NMR (CDQi, 50 MHz): 6 - 16535 (s, NH-C-OX I6030(sl 6-CX I5630(s, CHjO-qPh)X 15l,70(s, 2-CX 
150.65* (s, 4-Gb146J5* (s, CH 2 — C(Ph) NPEX 145,40 ($, 02!?l-C(Ph)X 14^20 (d, 8-Q 12930/129J5 (4 aronu 
PhOAcX 1 23,62 (d, arom. NPEX 122,40 (arontX l«W (s, 5-CX 1 H76 (aronxX 8835 (d, T-CX 87,13 (d, 4'-CX 
8Z43 (o\ 2'-CX 6937 (d. r-CX 6736 (t, 0-CH 2 NPEX 67,16 (t. CH 2 -0-PhX 67,61 (t. 0-CH 2 -CH,X 62,42 (t, 
5'-CH 2 X3433(t,CH 2 -r^NPEX15,18(o^O-CH 2 -CH3X 

y^-Dimethoxynitri^^-methy^ 

33 g(5.18 mmol) 15a als Gemisch mit 03 g Regioisomer 20a wurden dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt, 
in 350 ml wasserfreiem Pyridtn geldst und mit 2,13 g (63 mmol) Dimethoxytritylchlorid 2 Stunden bei Raumtem- 
peratur geruhrt Das Reaktionsgemtsch wurde eingeengt und zwischen Dichlormethan und waQriger Natriumbi- 
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* .-. ^ ; i«. ,i mil bichlormethan,ausgeschuttclt Dwvywejiugten orgam- 

carbonadasungv^^ 
sch«WPhasenwurfen..^ 

;^r^ fc To, ^ ,sopropano, •' 9/, • R, " w " 

^i54>Aq.bMTrOCH,).S4W(l.qi.-l»«Nre> - 

l=9J Hz. 2H; NPE arom.), 733-63 (m. I4H DMTr l* I . . NPEO^CHjX^? (j. 2H; 

34.65(1. CH,-Ph NPE). v V> ... . ,, K 
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» ^^^^^^^^^^^ 




HV3.78(s.6H;DMTr 



60 



155.26 ($. 6-CV 147.78 (s. 2-Q , (t4*29 M DMTr)t !2 3»! M-CV. 12 ^^^ 

DMTr) 129.98 U~m.-C PhOAc% 28^2^ ^ 
PhOA*). 113.2 (aro^DMTrX86J4^ .^f^g* * 55.2 (q. DMTr OCH,). 



66,88(t. CH 2 -0-Ph). 633(1.5 -CH 2 * 
65 N J^yMO€thy<^0-monomethoxyuityturidin24a 

u I^MrtfHetaL(19«^ 
7 g (1 3.6 mmol) 23a (her gestelU nach Schaller. H. et I 
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pimethylformamid/Benzol abgeschleppt uad in 100 ml wasserfreiem Dimethylformamid geldst, auf 0°C abge- 
itOhlt und mit 325' mg (13j6 mmoi), gewaschenero Natriumhydrid versetzt und eine Stunde bei 0°C.genihrt. 
Hierauf wur'den trinerhalb yon 12 Stunden 14,4 g (0.272 mol) AayuiitnFzugegeben und das Reakttonsgemisch auf 
80° C. erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde auf Wasser/Dichldrme than geleert und die waGrige Phase wurde 
mit bichlormethah ausgeschuttelt Die vereinigten organtschen Phasen wurden' mit Natriumsulfat getrocknet. 5 
filtriert und eingedampft . f . 

Das Rohprodukt wurde mit tels Has hchro ma tpgraphic (200 g KieselgeL Eluens: Dichlormethan/ Ace ton => 
30/ 1 ) gcreinigL Es wurden 34 g (45<*b) weiBer Schauih 24a erhalteh. DC: Dichlormethan/ Aceton =» 33/2. Rf - 0,42. 
'H-NMR (GDC!* 90 MHz): 8-735 (d/ J-8,1 Hz. IH; 6-^HX 7;45^7.t (nv I2H; MMTrX 633 (o\ J-9 Hz, 2H; 
MMTrX 5^2 (a\ J =3 Hz, 1 H; l'-HX 5.44 (d. J -8.1 Hi 1 H;5-H£ 43-4.0 (m.5H; 2 / — H.3'— H. N^CH2.4'--HX 10 
3.78 (s^H;Mfcnr(X:H3X 331^ : 

'HT-NMR (CDCl* 224 MHz): 6-?- 16139 (s, 4-CX 15834 (s, aroiR, C-OCH,X 15039 (s. 2- Q, 143.68/143.17 
(aroraX 13849(d,6-CX 134,48/132^5/t 28.1 9/1 2731/1 27;il (aroiaVl l7^2(s,CN)i 113,l8(arom.).10137(d.5-C). 
90.43 (d. I'-CX 87.18 (s. C-(Ph)3X 83,66 (d, 4'-Q. 75,26 (d, 2'-CX 6934 (d. 3-CX 62,09 (t, 5'-CH 2 X 55.05 (q, 
OCHjX 36.46 (t.N-CHi) 1538(t, GHjCN). is 

: N^yanpethyi-S'^^tmethoxytritylu^ 

4<5 g {6.076 mol) 23b (hergestellt nach Schaller. H, et al (1963) J; Am. Ghem. Soc, 3821 - 27) wurden in Analogie 
,zu oben mit 23 g (0.076 mol) Natriumhydridsusperision (60%igc Suspension, gewaschen mit wasserfreiem 20 
n- Hex an) versetzt Jnnerhalb von 12 h wurden 132 mdl.A^Initrilzugegeben und das Reaktionsgemisch auf 
110°C erwarmt Aufarbeitung wie oben beschrieben und Reirtigung durch SC (J£kse!gel feinst Eluens Dichlor- 
methan/Aceton-30 : 1 )ergaben 24^) g (55%) 24b alsweiBen Schaum. . 
'H-NMR (CbCli 90 MHz): S»735 (d. 1*8 Hz; I H; 6-HX 7,45-7.10 (m, 9H; DMTrX 633 (d. J - ? Hz. 4H; 
DMTrX532(<ij*3H^ 25 
3.78 (s. 6H; DMTr OCHy\ 340 (m, 2H; 5' - HX 243(t, J - 72 Hi 2H; CHjCNX 

^d-NMR^CDCI* 224 MHz): 8= 16139 (s. 4-CX 15834 (s, aronu, C-OCH3X 15036 (s. 2-Q. 143,65 (aroraX 
13844 (d, 6-CX 134.46/132^3/128,18/12730 (arom-X H740 (s, CNX 113.18 (arom.) 10136 (d. 5-CX 90.41 (d. 
T-CX 87.18 (s, C-(Ph)3X 83.66 (d. 4'-CX 75.24 (d. 2'-CX6$32 (d. 3'-CX 62.09 (t 5'-CH 2 X 55.05 (q, DMTr 
pCH,X36.46(t,N-CH 2 Xl535(t,CH2CNX -30 

N^yanoethyl^-O-meth^ 



1 a) 6C0 mg (1.05 mmol) 24a wurden in 10 ml dimethylfortnamid geldst und- auf — 40°.C abgekuhlt Nach der 
Zugabfe von 25 mg {1,04 mmol) gewaschenenv Natriumhydrid ' Wurde noch wejtere 45 Minuten bei dieser 35 
femperatur gertihrt und dann 284 mg (2 immoi) Metfiyliod^-zuge^pritzt und innerhajl> von. 3 Stunden auf 
v Raumtemperatur erwarmt Zur Aufarbeitung wurde Arrunohiumchlorid zugegeberydas Reaktionsgemisch zur 
f rockene eingedampft und zwischen Wasser.und Dichlormethan verteilt Die wiflrige Phase wurde mit Dichlor- 
meman extrahiert' Die gesammelten organischeri Phasen wurdea mit Natriumsulfat getrocknet, Til triert und 
eingedampfL Das Produktgemisch aus 2 / -methyiiertem 25a, 3'-methyliertem 28a und 2'3'-dimethyliertem 29a 40 
wurde saulenchromatographisch (90 g KJeselgel, Eluens: Diethylether) getrennL Es wurden 200 mg (33%) 25a, 48 
mg (8%) 28a und 80 mg (13%) 29a als farblose feste Ole erhalten. DC: Dichlormethan/Acetbn -3^/1,8, Rf-030 
fur 25a, M 074 far 28a, Ri - 037 fur 29a. 

»H NMR (CDCI3, 90 MHz): 8-8,1 1 (d, J -8,1 Hz, 1 H; 6^- HX 735-73 (m, 12H; MMTrX 638 (d, J = 9 Hz, 2H; 
MMTrX 6£(d, J -14 Hz, IH; l'-HX 535 (d. J-8.1 Hi IH; 5— HX 4,48 (m, IH; 3'-HX 4^9 (t, J -6 Hz, 2H; 45 
N -CHjX 4,08 (m, 1 H; 4'- HX 335 (n% 1 H; HX 332 (s,3H; MMrrOCH3.3J5(s,3H;2'-OCH,X3.60(in,2H; 
5-CH,X W2(t, J-6 Hz. 2H;CH2CNX 

'*C-NMR(CDCl3.224 MHz): 8- 161,73 (s, 4-CX 15834 (s, aronu C-OCH,X 150.13 (s,2-CX 14339/143.41 (2s, 
arbm.1 l3832(d,6-CX 134.42/130^5/1 28^4/12731/127^5 (aronxX 11631 (s. CNX 113.13 (arom.) 101,15(d,5-CX 
8731 & C-(Ph),X 87,18 (d. 1 VCX 8332 d, ^CX 83^t (d. 4'^Q 68.1 1 (d, 3'-CX 61.06 (t, 5'-CH 2 X 5842 (q, 50 
>-OCHiX^ 

N 3 ^yanoethyl-3'^memyi : 5' i G-nionc4nethoxyui^u^ 

•H-NMR'(COiav200 MHz):^7jB6<d J-M Hi. lht6-H)l7i«-7^(i^ l?H: toM!Y)&W<* 1-9 lfc-2H; » 
MMTrl53l(d.I-WHz.1H;l'-HXi4«(iI-MHAlH;5-HX4.4-4.t5(in.4H;r-a4'-H.N-^ 
(m. XHii'^HlWis, 3H: MMTr OGH,X 3^4-3^9 (ifl. 2H;5'-HV3.44 (OH^'-OCHA 2.72(1. J -72 Hz. 2H; 
CHiCN),2^(s.!H:OH)l „ _ 

"C-NMR (CDO fc 50 MHz): 5-J6l^l' (s. 4-C). 158.44 (s. arom, C-OGHi). I50^l.(s, 2-Q. 143,40/143.20 
(arom.1 13830(d.6-Q 134,19/12999/12732 127*6/1 2633 (arom-X 116,87 (s, CNX H234(arom.)L I0U1 (d.5-CX w 
90.13 (d I'-CX 8636 (s. QPh^X 80J0 (d. 4'-Qi 78^7 (d. 3'-C> 7335 (d. T-Q. 6138 (i. S'-CH,). 5736 (q. 
3- OCH,X 5438 (q, MMTr OCH,X 3539 (t. N - CH jX 1 5*2 (t. CH^NX 

N 1 -Cyanoethyl-2'3'-0^imethyl-5'<>-monomethoxytrityluridin29a 

65 

'H-NMR (CDQj. 200 MHz):6-8.12 (d. J-7J Hz. IH;6-HX 7.45^7^1 (m. 12H; MMTrX 637 (d. J-93 Hz. 
2H;MMTrX535(s.lH;l'-HX535(d.|-7.7Hz.lH;5-HX432-338(rn.5H:2'-H3'-H4 > -H.N-CH2X33 
(s. 3H; MMTr OCH,X 3,66 (s. 3H; OCH,X 3.6-339 (m, 2H; 5'-GHiX 3.46 (s. 3H; OCH,X 2JS (t, J-7 Hz. 2H: 
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ml Diazomethanldnmg verse tzt ^ 
S.undenz^ 

y^Me*yi-5 ; 4>"n»ndmcthox^ 

(qVMMTrOCHj): . : ' %■ 

: - t ->;.0-bimethoxytrit^-2'-0-cthyhindin 26b 

r-O-ri-Butyl-y^MNfr-N^anoethyluridiD 

?J3S«n>mol)5'-6-MMT-N4:yanoethyl-uridm 

1 50 mg ( 1 A Aquivalente) NaH 
0.67ihl(13Aquivaler.te>n.Butylbromtd 
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zugegebeVund 30 Minuten bet -50°C geruron. Nun wui^^^ 032 ml (1.4 

Aquivalente) Butylbromid zugctropft Nach 20 Minutcn wurde die Temperatur langsairi (innerhalb von drei 
Stunden) auf 10°C angehoben. Die Rcaktion wurdc mittds DC-Chromatographie verfolgt Es wurden nodvO.15 
m! (0.4 Aquivalentc) Butylbromid zugegeben und etne Stunde heiiRaumtcmperatur geruhrt bevor die Reakuon 
abgebrochen wurdc Die Ldsung wurdc mil ca: -1: g NH^ versetzt und am Ho^vakuum • eingedampft Der 
; Ruekstand wurde zwischeii Dichlorrncthan und Natriumhyidrogcncart»nat verteilt mit Natriumsulfat getrock- 
netiund eingedampft Das jfiohpVbdukt wurdc gcrcinigt: 
SMe: tCklg'fcwagel - » 

Ausbeute:300mgr^(15%d&^ 

DC-LaufmittehDichionnelhan : Accton 9 :1) " . - . s . 

Rf- 0,65 (2'<)-butyl),Rf=* 0,44 (3'0-butyi). ; ^: ,r \ I . / ■ 

'H-NMR (CDa 2 y. 8,05 (<t H$); 73-7.2 (m, MMT); 6.9-6.7 (m, MMT); 5$5 (d, HI'); 53 H5V4^3^jm. 
H3'. H4\ OCH 2 . NCH 2 ); W(S. OCH,. MMT); 3,55 (d, C5'X 2.7 (t. CH 2 CNX IJB - U (m. Butyl-CHjCHj 4H): OB (tr 

\C^ r MR!(OX^^ 16.1 «(C4); 1583 (MMT); 150^(62); 1433 (MMT); 143.5 (MMT); 1383<C6); J^ 1 ^ 1 ** 
I27A 1273 (MM1% i mm 1133 (MMl^i0U (C5); 88,1 (MMT); 87 ^ <P #) 'i^^^ ( ^^f * 
(2'-OCH 2 ); 68.2 (Of): 6t*.r (C5>); 55> (0-CHi^MM3}V36.2 (N-CH 2 ); 31,6 (Butyl^CH,); 19.2 (Butyl-CH 2 ); 

16,1 (OH^H);^^ 

. ^ispidcfurdiePhosptwryiierung 

Nach dem Trockncn durch Abschleppen mit Pyridin. Toluol undTHF werden 1-^3 mmol d ^^ v hu ^ en 
Nukleostds3a.3a',3b.9a,9b, 16a. 16b. 18a. 26a; 26b in 25 mlTHF(im.fill yon 3a, 16a in trbekenem rX^)gcld$t 
Untcr Stickstoff wird die Ldsung mit 2-3.6 moleq. N.N-Diisopropylethylamin (HOnig s Base) und anschlieBend 
inncrt 5 Min. mit U bis 2.4 moleq. 2-Cyah^thoxy>N.N^ ^"Jf 
ratur versetzt Die Reaktionsmischung^wird dann wahrend 2 Stunden geruhrt und durch TLO beobachtet (das 
Phosphoramidit gibt mit Ninhydrinrcagens eine gclbe Farbc). Wcnn dann immer noch Ausgangsmatenal vor- 
handen 1st. werden zusatzlichc 03 moleq; Phosphorylicningsmittcl zugcsctzL Das ubcrschussige Reageru t wird 
danach durch die .Zugabe von 3-5lh<)leq;fsopropanol. sec.Butanol oder Methanol gequencht undjiie Rcak- 
tibnsmischung wird wahrencJ ejner ^teren Stunde geruhrt Durch Vcrdampfch im Vakuum wird das ^^ileakuons- 
gcmischxingLgt und daW^ent^^ z*e.mal m,t entgaster 

SSarcr waBrfger Ma^-nl^^ ^ 9 ^ah jert 

wird uber Natrium^ulfatgetrocknet und cinge^ 

m S - ml entgastem Toluol (im Fall von Pyrimidinen)odcr : Ethylacemfun Fatf vp 

wird tropfenweisc trockenem Petrolether (200 ml Siedebereich 40-60" Q zugesetzt und ^^bk«c^c^ 
schlag wird durch Filtricren unter Stickstoff abgetrennt 

Phosbhoramidit im Vakuum getrocknet und in trockenem Acetonitnl zu einer l(X^mM^Usung;ge!dst die direkt 
rfifto^ VerwendeV wifdi: KcffiM. M ^S^eS^nS 

H-phosphonat 31 wird durch 'H und VNM^erfaBt stort jedochd.e Kupplungseffizienz nicht (stehe folgende 

Tabelle). 

Tabeile:Pn^^ 



Noc. 



mmol .i-; 
Nucleotid / 



Amin 
equiv. 



Qttoro- 
phos- i 
phin . 



Alkohol 

fiir , 
Quenchen 



Ausbeute 



31 

Gchalt 



r-ocHiC 

2'-OGHjC % 

2-OEtC 

r-OCHjA 

2'-OEtA r ^ 

2'-OGH,G^ PE 

2-OEtG^ PE 

2'^OCHiG : -M: 

2'-OCHjU 

2'-OEtU 



MMTr 4a' 

DMTr 4a 

■ DMTr 4b 

DMtr 10a 

DMTr 10b 

DMTr 17a 

DMTr 17b 

t DMTr 17a' 

MMtr 27a 

DMTr 27b 



3.16 
5.12 
2^5 
130 
0,68 
0,28 
1.12= 

130 
2.61 



3 
2 
3 

i 

2 

,2 
3 

3,6 

3 

3 



1.4 

1.6 

1.4 
2.1. 
.2,4 
14" 
1.6 



i-PrOH 


71% 


3% 


MeOH 


94% 


n.dL 


s-BuOH 


96% 


7% 


iPrOH 


93% 


1% 


i-PrOH 


66% 


2% 


MeOH 


92% 


rud 


s BuOH 


93% 


2% 


i-PrOH 


96% 


2% 


i-PrOH 


88% 


3%--= 


s-BuOH 


97% 


2% 



' 4a< • 

iH NMR (CDO,. 90 MHz) 8-8A 83 (2d. J -73 Hz. 1H-.6-.H. 2 divL). 733-635(m. 19H; NH. DMTrXJ.W. 
5h4'-HV^-^ 

S*2H •y^&Sw^»Ht2H i CHW2MW-l»(«W:?.* GH(CHj)j). 
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dit]4a ? . 

TLC:2 BaWW^'^*^! iw«reomefcn. das A'midit ehtlSlt -3%' 31 [d. 6J87 ppm. 

N «. B enzoy«-5<-0^m^^^ 

iH>NMR<250 MHz, CJD^N; 1 : U Mischung .^'J^^?^S^^ , *^W : «^ pW - fc ^ 
p£n] «ad 7% 31 [d. 637 ppmi I ->635 P-H; ;^^?^-H^^I2H; DMTr^Bz 3^3-H). 
8 34.8.44 (2d.I = 8 Hz. IH: 6-H) 2 d.ast* 7.9S (d.J-8 "^^^ { ^ j- 4 ,H: l'-HV4*V.4.47 (2m. 
7.06. 7.03 (2d. 1 = 8 Hz. 1H : 5-IJ 2 d«rtj JJ0,(« £H ^{^^^h, DMTr 2 x -OCH, [379 s. 6H. 
2 " : ^H H - 2 trr-CHP-2^ 1=6 Hz. 2H; — CHjCN, 2 diast* U- «.0 <«. 

* | =640H*P-H: t. 2.75 PP«n,l=f , H \-^^Si^^lWm^^^^ ******* («MH: 
* : ' 2* IH; 8-H. 2 diast^7.45„-7. S^m. UH MhJFr. ^{^J^^fa; i'h; 2^H)<4i69(iivlH: 3-H). 

M •" i i*ipiHMMV9K26 Mfiz.tbiCN): i'4938^'4957 (2dia$t);3V:-l3ji. ; 
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diastl 73 (d. J -9 Hz. 2H;NPE >~ m K^7/' &/m IH r-H 3'-R 4' - H)t 4.0-3.18 (m. 8H; 5^-CH,. NPE 
^EG^-'^™** CH(CH J H.2diast ) ; 

u ,Vn e .hac**2:^ 
S^-Dimethoxytmyir^etW^ 

'H-NMR(250MH*Cp,C*^ 
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,H. 4 3i-325 '(nv 1 16H; DMTr 2x ^OGH, [3,73 v6Hl ^-OCH,-. 2x N-CH. P-O-CH,-, 
5--CH& NPE CH 2 Ph(332 t J«7 Hz; 2HJ 233.2,46 (2t, J~6 Hz, 2H; a -CHjCN 2 diastji U-i;o(m, 15H; 
2 / -OCH 2 CH 3 .2x CHfCHih " V ^ - ' ; 

3 »P-NMR(CP3CN, 101,26 MHz): 149,71. 149,49(2 diasL); 31: 13.72 

S^O-Dimethoxytrityl^^meth^^ 

phosphoramidit] 18a 

TLC: Rf =0^ (Accton/DCM 3: 7) 
'H-NMR (250 MHzX CD3CN; I :1-Mischung von 2 Diastcrcomercn. das Amidit enthalt 2% O-2-Cyanoethyl- 
N,N-diisopropyiantino-H-phosphonat 31 [d; 637ppm, J-640Hz, P-H; t, 2.75 ppm, j = 6 Hz, -CHjCN]): 739. 
-73612s. 1 H; 8- H. 2 diastX73-7.1 (m, 1 1 H; DMTr, PhOAc 23-H* 7.1 -7.0 (m. 3H: PhOAc 3,43- HX 635-8,7 
(m/4H; DKfTr 33-^534 (m. 1 H; 1 *-L H\ 474 (s. 2H; PhOAc-CH 2 X 435-4,45 (m, 2H; T. 3'- HX 4;28 (m. 1 H; 
4'-HX33-3.3(m. 15H;2x DMTr OCHj [3>73; *6HJ 5'-CH 2 . O-CHi-CHiCN, 2 x CH-fCHifcr-OCH, 
12 diast. 3.44. 3.42; 2s. 3H]X 2*6i 2.47 (2t, J -6 Hz;G— GH 2 — CHiCN, 2 diastX 13- 1 ,0 (m. 12H; i-Pr GH3. 2 diast) 
V P-NMR (10U6 MHz; ClSGN): 14937. 14936 (2 diast); 0-(2-Cyanoethyl^N,N-diisopropyl- aminos H-phospho- 
nat3hl3Ji \ 

2'43-Methyl-5^-^ 

TLb:2diastereome^ r 
'H-NMR (250 MHz, CDjCN; 1 : 1-Mischuhg von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 3% 31 [d. 637 ppm, 
I -638 Hz, P-H; £ 2.75 ppm. J -6 Hz. -GH2CN]): 8$ (or s, 1 H; NHX 732, 739 (2d; J -8 Hz, I Hi 6- H, 2 diastX 
73-7,2 (m, 12H, MMtrX 63 (m, 2H; MMTrX 537 (d. 1-5 Hz. 1H; 1-HX Ml. 5,18 (2d, Jwg Hz. 1H; 5-H 2 
diastX 432 4,42 (2m. 1H; 3-H; 2 diastX 4;12 (m. 1H; 4'^HX 333 (m, tH; . T -HX 335-33 (m. I2H; 5'-CH 2 
0-CH 2 -CH,CN. 2 x CH— (CHjfe. MMTr OGH3 [3.77; s. M\ r^.QCH, [330. 3.48; 2s. 3H, 2 diastJX 2.67. 231 
(2t I =6 Hz;O^CH 2 -CH2CN 2diastX 13- 1.0K 1 2H;i-Pr CH^ 2 diast) 
^P.NMR(10U6MHz,CDiCN): 149,75, 149,41 (2 diast); 31: 13^0 

5'£-Dimethox 27b 

^^r^Rfi^^i OTvtN; 1 : 1:1 Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 5% Hexan [m. 036 

?SmH*3h; 6-W2 Sx 73-7^ (m. 9H; DMTrX 638 (m, 4H; DMTr 33- HX 535. 533 (2d. J -4 Hz. 2 
diastX 430 4 aS&k 1H^hJ2 dLtV4,14 :# (m. 1H; 4'- H* 4^(m; 1 H; HX 33-33 (m. 12H; DMJr 2 x 

-CHjCN. 2 diastX 1^5- 1.0(m. I5H; r-OCHzCHj. 2 x GH(CH,) 2 ) 

3I P-NMR(CD 3 CN, 101^6 MHz): 14937» 149,18(2 diast);3l: 13,72 , . / 

Beispiele fOr modifizierte Oligori.bonukleotide 

3'-Aminomodifiziertei'-d-Mem^ 

; -Die am 3'-En<de mit (3-Amhio^2*hydrox^ropyl)phosphat modifizterten l9merr^me*yKertCTOiigor^nu- 
kleotide kdnnen mit etnem ABI 380 B DNA^Syntliesizer^Appli^ synt ^f^^^^^ 

mnrfifirierter LCXA^PG fcohtTOlled 

"y^ ^ r-O-Methylnulcleosid. 

;(2<yam>et^^ 

N 6 -Phenoxyacety1 
5'O-DMTr 

C: ! • ' 

N 4 -Benzoyl 

5'>0-MMTr . • 

G: . - ' ••• 

N^Phenoxyacetyl 

5'O-DMTr ^ 

U: ' 

5-OMMTr 

Standard DNA-Syntheseverfahren mit erhdhter Kopplun^eit (5 Mia statt 3 Min.) wird verwendet Das 
Oligonukleottd wird durch Behandeln mit 25%iger.w a firiger NrUOH-Usung (15 -h ta ^Q.wn ! SctaW; 
pen befreit und vom Triger getrennt Nach der abschliefienden De-Tritylauon wird das rohe dtgonukleotid 
durch Fallen mit Ethanol gereinigt 

Quantitative Bestimniung: ' . « ; - . ^ nl i^ f i 

Die Oligonukleotide werden durch die UV-Absorption bet 260 nm quantitativ besttmmt. falls erforderltch wird 
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Extinlc.ionslcoeffizient8.08 x ltfM-cm-'Vbes.immLv ikc „ rntiftn i^; 495 nm bestimmt Der Gehalt an 

Wasser)enisprichtunjgefahr 163 AU219. 

^Ruoreszeinmodifiziert^^ 

■ Maricieren mi, 

Me.hpdc (Agraw^ C^«^pn. ^ « ^32^^^,,^ , 9 mer mi, der Sequenz 

S ^c' JJaf U?A UG^AGU<^3' 3Lert mi. (^AmWhydroxyprop^^ 
5'-GAG CAC ALU.uwk "V w , av x i ,/ 7 , limoL 150 Aauivalente) Ruoreweinisothiocyanat (Sigma) 

-.n^OM^^ 

erfolgtdurch RP-HPLC(Nukleosil RP- 18. 250x4 mm: 

Puffer A: «00 mM TriMhylammonuimaceUt, pH -7 ^ - ■ ^ ■ n Nac Kweis durStJV-Absorption bei 260 nm und 
Puffer B: AcctpnitritGradientene >«»r*^ pJ^vSb?*nUM (32%) OligoriDonuldeo.id in 

Synthese von Aiortoles'terinmodifizimenbligorito 

a)ModirAattonmit Dithiopyridingrup^ nmo iA von 2-aMethyioligoribonuiileotid I9mcr mil der 

Bne Usungvon 141 ^U-<« n S^ 

Sequenz 5',CUA AAA GAG CUG UAA C «-UJ m °°" » ^ 4 ^ mg (|3 4 ^d.: 200 Aquivalente) 

3^de.ina75m|50mM H?PES-^.ff^ 
N-SiKxinimidyl:M2rpyndy.W.th»)propionat(SP^ 
temperaturbehanddt We Mis^ung.^ 

PhaseHPLC gereinigt(Nukleo$il RP-,18, 250-4 mm; 
Puffer A- 100 mM Triethylammoniumacetat, pH op;- 

Handlung und AU-Wert bei 343 nm^ .... . . „ (mmefahr 255 ug, 37 nmol) von r-O-methyuer- 

* bJFMWsalzbild^ng^ 
.emWoiigoribonuUem^ pMDBD^Garbonat (PMDBD): 

OV-Be$Ummung) m 250 .^.W^er ^ 

3&*?<a*n^yg&^^ danach mi. Wasser au 

moser. A.<1978) Helv.CWia-Act.6^.2Ml^^^^^^ i ^ m Vml Methano |/Wasser 1.4) 
jo ein Volumenvon 3mIvenl0nntundgefnergeuocknetDaj^ ^ Melhano|maiscr , ,4). Die 

a c) Konjugation mit Thiocholestenn: oiigoribonukleorids entspricht) werden 200 ul 

Zu der Half.e der obigen ^^iZ^Z^fZ^mpuL (pH 9) und 600 ag (1.5 umoI)Th.ochole- 
Methanol. 30 al »80 mM methanouscher PMDBtr J™™^^J[*J mtet Argon wahrend 20 Stunden 
sterin (Sigma) in 300 ul Dichlormethan ^Hngedampf* (SpeedvacVder Rucksund in 400 al 

bei Raum.empera.ur gehal.en. D.e Losung ^^^^ItZ al Wasser. danh weiter mi. 4 x 100 al 
w Memanol/Chloroform ( 1 : 1) getos, und f^^^SoTMim an OHgoribonukleodd enthalten) werden 
M Wasser. Die beiden waBrigen *^J^^^^^) auf ein Volumen von ungerahr 500 jU 
vereinigt und zur Entfernung des Me.hanoU " ^^^JS RP V 250 x 4 mm; Puffer A: 100 mM 
eingeengt FraWonieren Mh. 0-50% B; 50-70 Mo. 

Trie.hylammomumaceta. pH 7. Puffer B *^™™^ ld in nich i-chblesttrinmodifizier.er Form bei einer 
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enthajt, mit der Sequenz 5'-CAC CAC ACU . UGA UGO AGVG-3' an ^Thiocholesterin gebunden. Das durch 
Pyndyldithippropionat modifizierte Oligoribonukleotid (12 Aumck etwa r60 nmpty. aJs PMDBD-Saiz wird als 
Rohprodukt der Umsetzung des aminombdifiziertcn Gligoribonukieotids mit 200 Aquivalenten von SPDP und 
Umwandlung zu dem PMDBD-Saiz erhaJteii GemaB der Reveree-PhaserHPLC-Anajyse enthitt das Rohpro- 
dukt ungefahr 75% dithiopyridinmodifiziertes Produkt (eluiert bei20% AcctcmitniVvchinranigt mit 25% nicht 5 
dithiopyridin-modifiziertem Material (eluiert bei etwa !9% Acetonitril). Das Rohprodukt wird mit 100 Aquiva- 
lentcn Thiocholesterin behandelt (Umsetzung in einem Totalvolumen von 2 ml Methanol/Dichlormethan (2 :3\ 
das 5mM PMDBD-trifTuoracetat enthait, pH 83X Aufarbeiten und H PLC- Rein igung ergibt 4.7 AU 26 o (etwa 
160 ug; 19%) von Oligoribonukleotid in nicht- thiochotesterin modifizierter Form (eluiert bet etwa 18% Acetoni- 
trilX und 5,7 AU 26 o (etwa 190 ug; 48%) der thiocholesterinmodifizierten Form (eluiert bei 55—69% AcetonitrilX )0 

Fig. AlundA2 ' ' 

Reduzierende Spaltung des thiocholesterimodifizierten Oligoribonukieotids: Eine Losung von 0,1 AUxo 
(46nmoI) thiocholesterinmodifiziertem Oligoribonukleotid (hergesteOt gemafi obigem Punkt (d)) in 900 ui 15 
25 mM HEPES-Puffer (pH 73) wird auf eine Konzehtration von-10 mM Dithiothreitol (durch Zusatz von 1,4 mg 
DTT) gebracht und unter Argon bet 37°C fur 18 Stunden gehalten. Die Analyse durch Reverse-Phase-HPLC(bei 
Bedingungen wie oben beschrieben worden ist) zeigt vollstandige Spaltung des gesamten Oligoribonukieotids. 
Eine ahnliche reduzierende Spaltung mit 0 Mercaptoethanol (BME) als Reduktionsmittel ergibt dasselbe Spal- 
tungsprodukt Der Peak des neueri Produktes, vermutlich des abgespaJtenen m iochbiesterinf reien Oligori bonu- 20 
kleotids, eluiert bei ether Gradientenkonzentration ivon etwa 18% AcetonitriL Die ubrigeri fruheren Eluterungs- 
peaks sind durch das.Reduktionsmiitel bedingi ...... 



Inkorporierung von; thiocholesterinmodifizierten 2*-0-MethyioligdribonukIebtideri in Liposbmen 

Markieren der Oligoribonukleotide 
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Thichblesterin-modifiziertes^'-^ und ein nicht-motffiziertes 2*-d-Methyk>ligori- 

bonukleotid als Kontrolle werden 5'- 32 -P : markiert wobei man.einen-JrikubaUpnsp^ 

Menge von. Reduktionsmittel eitwetzt. 1 1 pmol Oligoribonukleotid ; wira^ inlcubiert in 10 ul Puffer [50 nM 30 
tris - rfCI pH - 7,5, lO mM MgCli, I0<> nM-NaC 1 mM Dith^r^hritd (DJE)] mit IQ EnKeiten T4 Polynu- 
kleotidkinase (Boehringer Mannheim) uhd : 2 pniol g- M -R-ATP wahrend 30. Minuten bei 37°tl Das maritime 
Oligoribonukleotid wird dann durch Gelfiltration gereinigt unter Zugabe von 10 pmol unmarkiertem Oligoribo- 
nukleotid, urn die unspezifische Absorption zu minimieren (Sephadex G-25 (PharmaciaX 13 ml Bettvolumen, 
50 mM H EPES pH 73; der erste radioaktive Peak, der im DurchfluO erschetrit; wird gesammelt). 35 

Herstellung von Liposomen . 

Die Liposomen werden durch REV (reverse phase evaporation) hergestellt WaQrige Phase: 175 u] 50 mM 
HEPES (pH 73), * mM Calcein, 1 \iM 2 / -0- Methyl- RNA(thiocholesterin-modifiziert oder nicht-modifiziert als 40 
KontrolleX versehen mit einer Spurmenge von 5'- 32 *P-markiertem,MateriaL Organtsche Phase: Losung von 
5 jimol L a-Lecithin (von Eigelb, vorwiegend Palmitoytoleoyl-phosphaVidylcnoiin; Avanti Polar Lipids) in 600 \i\ 
Diethylether (extrahiert mit 50 mM HEPES- Pufferji Die beiden Phasen werden sorgfaltig in einer Glasrohre-^-?- 
durch Aufwirbem gemischt und 5 Min. bei 0°C in einem badahnikhen Beschallungsgerat beschallt. Die anf alien- 
de subile Emulsion wird langsam in einem rotierenden Verdampfer unter gelegentltchem Aufwirbeln der 45 
Mischung eingedampft Nach dem vollstandigen Entfernen des Diethylethers (etwa 30 Minuten bei 200 mbar) 
Vitt die Ljposbmenldsung nochmals 20 Mia bei 0°C beschallt Die erhaltene Losung wird mit 175 ui 50 mM 
HEPES pH 73 verdunnt und bei ?C gelagert 

' * : T Gelfiltration der Liposomen 50 

Die Liposome (eine Tetlmenge von 200 uJ) werden von uninkorporiertem Material durch Gelfiltration [Sepha- 
dex G-75 superfine (Pharmacia)t i6ml Bettvolumeii, 50 mM HEPES pH 73] gctrennt Fraktionen von 600 uJ 
werden gesammelt und UV- Analyst und Scintillationszihlung unterworfeh. Die Calcein-Absorption (493 nm) 
wird fur die unspezifische Absorption der Liposome bei 600 nm gemessen. Ais Kontrolle wird eine tetlmenge 55 
des markierten Oligoribonukieotids, das 1 nicht durch Thiocholesterin modiftziert ist, analog chromatographiert 

Die Efftzienz der Einkapselung wird aus der Galceinabsorjptiort die mit deh Liposomfraktionen fin den 
Fraktionen '4—7). assoziiert ist, und dem nicht-inkorporierten Gafcein, das niit den Fraktionen (10—25) mit 
niedrigem Molekulargewicht eluiert wird, berechnet Die Inkorporation des Oligoribonukieotids wird bestimmt 
durch Vergletchere der Radioaktivitat der Liposomfraktionen (4-7) mit der gesarnten eluierten Radioaktivitat eo 
im Fait von unmodifizierten Oligoribbnukleouden und der Radioakuvitit in den Oligonukleotidfraktionen 
(8-16, siehe Fig. 13 und 14) im Fall der thiocholesterinmpdifizterten Oligoribonukleotid^ (Der Wert der 
Radioaktivitat, die ; mit den Liposomen assoziiert ist, wird korrigiert, um den Wert der unspezifisch inkorporier- 
ten M -P-phosphate oder NukJeotide, die vbm Abbau markierter OUgoribbnukJeotide stammen). Die Verteilung 
der Radioaktivitat ist folgende: unmodifizierte Oligoribonukleotide: Liposome assoziiert 8%, Oligoribonukleo- 55 
tid 31%, Phosphate 61%; thiocholesterin-modifizierte Oligoribonukleotide: Liposome assoziiert 46%; Oligori- 
bonukleotid 19%; Phosphat 34%. 

Fig. A3: Gelfiltration der Uposompraparatton mit thiocholesterinmodifizierter r-O- Methyl- RN A. 
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zusamerigefaBt: * • • ' ■ -•- • ■ 
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Lipbsomeinkapselung yon 



unmodifmertcOligoribonuWeotide 68%^ 
. ; thiochql«^ 

Patentanspriiche - 

, , , . * * • * • ■ #■ - 

.^^nukleotide^fgebau, aus 8 bis 35 Nukleotiden der angemeinenfF.m.el II, ; , 



-E'OOR 



Cytosin. Uracil oder CJuamn isu _ — ' . R Alkyl i b is8 C-Atomin. vorzugsweisc Etfqrl^. 
4 0ligoribonukleotidnacheinemderAnspn»cne iDi5J.u -f .. ..; .; 
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EOOR 



worin 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Uracil Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 

R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen bedeutet, E ein Phosphi tester-, HPhosphonat-. Phosphat ester-, Phosphat- 

diester- oder Phosphoramidatrest ist und 

S' eine in der Oligonukleotidsynthese ubliche Schutzgruppe bedeutet 

7. Rtbonukleptidbaustein nach Anspruch 6, worin B N 6 -BenzoyIadenin oder N 6 -Phenoxyacetyl-adenin, 
N 4 -Benzoyl-|Cytosin, Uracil oder hp-Cyanoethyl-uracil N'-Benzoyl-guanin, N 2 -Phenoxyacetyl-guanin oder 
N 2 -Phenoxyacetyl<) 6 -nhrophenylethyI-giianin ist "~V^~^ ] 

8. RibonukJeotidbaustein nach Anspruch 6 oder 7; worin. R Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen, vorzugsweise Ethyl 
oder n-Butyl ist 

9. RibonukJeotidbaustein nach einem der Anspruch e 6 bis 8, .worin E NJ^-Di(l-methylethyl)methox- 
yphosphoramidit oder N r N : Di(l-methylethyl)-cyanoethoxyphosphoramidit ist 

10. Ribonukleotidbaustein nach einem der Anspruche 6 bis 9, worin S' Dimethoxytrityl oder Monoethox- 
ytrityl 'ist 

J t. Nukleosid der allgemeinen Formel III, 
HO ° 8 

HO OR 

worin ~" 
B in Position 6 durch Nitrophenylethyl geschutztes Guanin und 
R Methyl ist, oder 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Inosin, Uracil oder Guanin ist und 
RAIkylmit2bis30C-AtomeiL 

IZ Nukleosid; nach Anspruch It, worin B N*-Benzoyl-cytosin, N^Cyanoethy^uracil, N*-Phenoxyacetyl- 
guanin oder N^Phenoxyacetyl^-nitrophenylethyl-guanin-ist und/oder R Alicyl niit 2 bis 8 C-Atomen, 
vorzugsweise Ethyl oder h : Butyl ist 

13. Verfahren zur Herstellung eines Oltgoribbnukleotides, aufgebaut a us 8 bis 35 Nukleotiden der allgemei- 
nen Formel II, * 

- ' 0 * 

(D) .... .. - • " 

'• -E'OOR ' ; ; v * 

worin 

BCytosia Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet; • . * - * r r '.vt / 
R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatdiester-. Methylphosphoriat-, Phosphoramidat- cider Phosphorthioatrest ist, 
oderderen2*— OHoder 2'-Pesoxyderivat, *"- ^ 

wobei in mindestens einem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen ist, und 

worin die endstandigen Gruppen in den Posttionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine Hydroxylgruppe, 
einen Phosphitester-, H Phosphonat- oder Phosphatesterrest, oder eine idiirdt eine markierende Gmppe 
oder lipophile Gruppe modifizierte Hydroxylgruppe bedeuten, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
entsprechenden Ribonukleotidbausteihe in Gegenwart eines Kopplungsreagenz VerknQpft und gewunsch- 
tenfalls in das so erhaltene Oligoribonukleotid markierende Gruppen und/oder lipophiie Gruppen einfOhrt 
und gewunschtenf alls Schutzgruppen abspaltet 

1 4. Verfahren zur Herstellung eines Oligoribonukleotides, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemei- 
nen Formel II 
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. OB 



01) 

— E'OOR 



B Cytosin. Uracil Adenia Giianin oder Inosin bedeutet. 

R Alkyl mit 1 bis 30 C- At6men befeutetwd . . . . ; p hoSD hdramidat- oder Pnbsphorthioatrest ist. 

^diee^ndigenG^ 

bauSn^^ 

a) Alkylieren eines Niikleosids der allgemeinen Formel IV. 

HO OH 
R-Z (V) 

„ R Alkyl mi. t bis 30 CAtomen ist unci Z fur eine nukleophile Abgahgsgruppe (z. B. Halogen. 
. .hoxytrityl); Reaktionsgemisch isolierten r O-Alkymukleosides dun* 

deT?r4ns^ 

e)die so erhaltenen fc^ 18 "^^ fhoden verknupft. die Schutzgruppen abtrennt und ge- 

Nukleosid(IV)verwendetw»rd.mdem f.^^JSS^ dtB die Alkyttening in Gegenwart von 
Vk Verfah)en nach Anspruch 14 R-Jodid als AlkyBerungsimttel (V) be, 

S^-bfs 5 ^ 

Oligoribonukleotideenthalt o ih< i„ u kieotidbausteini nach einenr der Anspruche 6 bis 10 durch 

nenfalbSchuttghippwienthalie^^^^^^ 
l9.VerfahrenhachAn^ 

^st^^^ 

S^e^ 



OB 



(ID) ' 
HO OR 
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10 



DE 41 10 085 Al 

worin B geschutztes oder ungeschutztes Cytosin, Uracil Adenin, Guanin odcr Iriosin bedcutct uhd R Alkyl 
mit i -30 C-Atomen bcdeutet wenn B geschutztes odcr ungeschutztes Cytosin, Uracil Guanin oder Inosin 
ist und Alkyl mit 2-30 C-Atomen bedeutet wenn B geschutztes oder ungeschutztes Adenin bedeutet 
dadurch gekennzeichnet daB man ein Nukleosid der allgemeinen Formel IV 

ho ° B 
HO OH 

worin B geschutztes oder ungeschutztes Adenin, Cytosin oder Inosin oder O 6 -gesch0tztes Guanin oder 
N 3 -geschutztes Uracil ist und gewunschtenfalls die Hydroxygruppe in Position 5' geschutzt ist in Gegen- 
~wart einer deprotonierenden Base mit einem Alkylierungsmittel der allgemeinen Formel V, is 

R-Z (V) 

worin R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen ist und Z fur eine nukleophile Abgangsgruppe steht umsetzt und 
gewunschtenfallsSchutzgruppenabtrennt . . . 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB man ein ^^ylierungsmittel (V) verwehdet 
worin ZBrom oder vorzugsweise Jod ist " .... - 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet daB man em Alkylierungsmittel verwen- 
det in demR Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen ist vorzugsweise Ethyl ist * 

23. Verwendung eines Oligonukleotides nach eihem der Anspruche 1 bis 4 als Antisense-Oligonukleotid, 
, t Sonde, Primer oder Primerabschnitt 

Hierzu 7 Seite(n) Zeichnungen 
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Histone H4 pre-mRNA 



mattre3* 



i 



A 

G 
6 
G 
C 



U 
C 
C 
C 
G 



CAGUCACAGUCGAGAGGACUUCUCUGACACCAAC GCAAUCCCUUUCGAACAUAAGG 
5' AAGM^ACA&UCUUUUAG^^ CCCU 
U7 RNA § 

u 
u 
u 



TCACAAUGUCGAGAXAAUC 5' 
2*-0-methyi 7U 19mer 
and 2*-0-<5thyl 7U 19mer 



C 

u 

G 
A 
C 
U 



c 

A 
A 
A 
A 

G 
G 
C 
U 
G 
G 



UC 



CACAATGTCGAGAAAATC 5* 
ssDNA7U18mer 



TAUAGCUACUCAACGGACA 5* 
2*-0-methyl Nonsense 19mer 



^~ UAUCACAAl^SUCGAGAAAAUC IKJAAACAGAlKlduCC 

< HUUCGAAAGGGl 5' 



ICug^acguccguacguucgaaH -^ 

RNA 7U 63mer 



Fig. 1 
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Fig. A3: 



208040/182 



ZE1CHNUNGEN SEITE'5 



Nummof : r .- 
Int. a. 5 : 

Offenlegungstag: 



DE41 10086 A1 

©07 H 19/20 

I.Oktobef 1992 
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Fraktionen 

Fig. A6: 
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